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1. 要旨 
繰り返し感染に対して、メモリーCD8+T 細胞が樹立・維持する「免疫記憶」の
特徴を解明するため、遺伝子発現量と DNA メチル化の変化を、NGS を用いて包
括的に解析した。その結果、メモリー細胞において、CTL に特徴的なサイトカ
インやケモカインなどの遺伝子の顕著な発現量上昇と DNA 脱メチル化傾向、
aging と関連深い RPs の発現量低下と DNA メチル化傾向、さらに老化 T 細胞に
特徴的なNK細胞に特異的な遺伝子の発現量上昇とDNA脱メチル化傾向が発見
された。以上より、繰り返し感染によりメモリー細胞が持ち得た「老化現象」
が DNA メチル化・脱メチル化により制御されていると強く示唆された。 
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2. 序文 
 
 免疫細胞は、一度侵入(感染)した病原体を記憶し、同一病原体の再侵入の際、
より効率的に排除することができる[1] [2]。これを「免疫記憶」といい、感染症
に対するワクチンに応用されている。免疫系は自然免疫と獲得免疫(適応免疫)
に大別され、一般的には、自然免疫は即時的な免疫応答で、侵入した病原体を
感知し危険シグナルを出すが、長期間に渡ることはなく「免疫記憶」を持たな
い。一方、獲得免疫は、主に B 細胞(液性免疫を担う)と T 細胞(細胞性免疫を担
う)による抗原特異的な免疫応答で、「免疫記憶」を保持する免疫系である。その
中で、CTL(細胞傷害性 T 細胞)は、主に CD8+ T 細胞であり、非自己抗原を認識
し感染細胞を排除する働きを担い、生体防御機構の観点から獲得免疫において
非常に重要な役割を果たす[3]。 
 典型的な急性感染症では、ナイーブ CD8+ T 細胞が抗原提示細胞により抗原提
示され(priming)、分化増殖が始まり、抗原特異的なエフェクター細胞が産出され、
5~12 日間急激に増殖する(expansion 期) [4]。エフェクター細胞は非自己抗原(病
原体抗原)を認識し排除した後、約 90%が死滅する(contraction 期)が、5~10%の細
胞はメモリーCTL として、長期にわたり残存する(memory 期)。このメモリー細
胞が獲得する顕著な特徴は、(A)長期生存、(B)同一抗原による再刺激において、
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より迅速な増殖とエフェクター機能の再獲得、(C)自己再生と恒常的ターンオー
バーによる安定したメモリーCD8+ T 細胞の細胞数の維持、(D)休止期にメモリ
ーT 細胞のアイデンティティーを維持し、再感染時には活性化細胞傷害性エフェ
クターT 細胞へ分化するという「多分化能」を持続する、などである[5] [6]。こ
のように、一回の感染(1 次感染)から、1 次応答により(1 次)メモリーCTL が形成
され、再感染(2 次感染)に備えることになる。 
 これらの特徴を備え、再感染からの生体防御に貢献するメモリーCD8+ T 細胞
は、例えば、インフルエンザ[7]、ヘルペスウイルス[8]やマラリア原虫[9]などの
病原体の繰り返し感染から宿主を防御する潜在能力を持つだけでなく、一時的
な抗原暴露により生涯に渡り不顕性感染をも引き起こす EB ウイルス
(Epstein-Bar virus) [10]やサイトメガロウイルス[11]などに対しても防御システム
を備えている。 
 このメモリーCD8+ T細胞の最も根本的な不明点は特異的な分子マーカーであ
る。メモリーT 細胞の最小限の定義は、上記(A)で、非自己抗原排除後も長期に
わたり存続する集団(典型的なエフェクター細胞は長期にわたり存続しない)と
なるだろうが、「メモリー(免疫記憶)」として分類するに足りうる最小限の寿命
に関しての意見の一致はない。もう一つよく追加され用いられる定義は、エフ
ェクター細胞にはなく、典型的なメモリー細胞がもつ能力として、再度細胞増
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殖能を示し、2 次エフェクターや 2 次メモリー細胞集団への分化能を示すことで
ある。この「長期生存能」と「潜在的な細胞増殖能」という 2 つの要素から、
ナイーブ、エフェクター、エフェクターメモリー、セントラルメモリーCD8+ T
細胞という集団に分類でき、メモリーCD8+ T 細胞は二つに分類される。
CD62L-CCR7-のエフェクターメモリーT 細胞(Tem)は抗原暴露時のサイトカイン
産生能が高く、分裂能は低いのに対して、CD62L+CCR7+のセントラルメモリー
T 細胞(Tcm)はサイトカイン産生能が低く即時的なエフェクター機能を持たない
が、分裂能は高く、寿命も Temより長い[6]。しかし、モノクローナルな TCR Tg(T
細胞受容体トランスジェニック)T細胞において Temと Tcmが同一系統の関係に
あること[12]や、Temには分化するが Tcm には分化できないナイーブ CD8+ T 細
胞の前駆細胞が存在すること[13]などが示されていることから、実際のメモリー
T 細胞は多様性に富み、Temと Tcm のみで分類することは難しい。 
 上述のように、1 次応答により形成された多様な 1 次メモリーCTL は、2 次感
染により 2 次メモリーCTL となり、2 次感染時に同時に形成された 1 次メモリ
ーCTL と共存することとなり、再々感染(3 次感染)に備えることになる。例えば、
メモリーCD8+ T 細胞は、ワクチンにより量的に増加し、より優位な防御能力を
持ち得たこと[2]から、prime-boost regimen に基づくワクチン接種によりその絶対
数を増やす治療法が HIV などの感染症に対して頻繁に試みられている[14] [15] 
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が、1 次と 2 次メモリーCTL の再感染による影響の相違だけでなく、2 次メモリ
ーCTL が 1 次メモリーCTL と同様の働きを担いうるのかなど、ワクチン接種と
直結する重要な問題となっている[2]。そのため、1 次と 2 次メモリーCTL の特
徴を解析することは非常に意義がある。 
 また、反復抗原刺激によりメモリーCTL の総数は増えるあるいは一定数を維
持するが、構成要素を詳細に解析すると、常に若いメモリーCTL が老化メモリ
ーCTLを置換していることが当教室の解析から明らかになっている(後述する実
験系により、3 次と 1 次メモリーCD8+ T 細胞の割合を 100:1、10:1、1:1、1:10
と変えて、養子移入し、感染実験を行った際、いずれの割合においても、60 日
以上でも新しいメモリーCTL が常に dominant であるという現象が見られた)。従
って一度樹立されたメモリーCTL は決して無限に増殖を繰り返すわけではなく、
いずれ老化を迎える。ワクチンで樹立されたメモリーCTL が個体防御作用を発
揮するのは実際には二次応答以降であることを考えると、メモリーCTL が反復
応答に際してどのように質的変化をきたしているのか、その分子機序を解明す
ることは非常に重要である[16]。このように、様々な感染症において、より効果
的なワクチン開発・ワクチン接種法や病態解明のためにその研究の重要性が高
まっている[17] [18] [19] [20] が、表現型や機能の観点から、抗原暴露によるメモ
リーCD8+ T 細胞への分化という「免疫記憶」細胞の樹立について不明な点が多
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い。 
 このような多様なサブセットが存在するメモリーCD8+ T 細胞について、同一
病原体(抗原)による繰り返し感染という視点から、抗原特異的なメモリーCD8+ 
T細胞の興亡(維持機構)に着目した解析方法がある。ドナーマウス由来のOVA(卵
白アルブミン)特異的 TCR Tg OT-I 細胞を養子移入し、レシピエントマウスに特
異的抗原OVA発現遺伝子組み換え感染因子を接種して免疫応答の解析を行うも
のである[16] [21] 。この解析には、抗原暴露回数という正確な分類分けにより
メモリーCD8+ T 細胞を特徴付けられる利点と、繰り返し抗原暴露に応答するメ
モリーCD8+ T 細胞の自然動態により近づけるという利点と、再度免疫応答に寄
与する一つの集団としてメモリー細胞の分化プロセスを全般的にとらえられる
という利点がある。これまで、繰り返し抗原暴露によるメモリーCD8+ T 細胞の
系統、表現型、機能への影響が報告されている[22] [23] [24]が、最近、その影響
を端的に示すマイクロアレイによるメモリーCD8+ T細胞の遺伝子発現解析によ
り、上記の Tem と Tcm では分類できないようなメモリーCD8+ T 細胞集団の複
雑性・多様性が示され、新たなメモリーCD8+ T 細胞特異的な分子マーカーの探
索が試みられている[25]。 
 上述のように異なる細胞集団の網羅的遺伝子発現解析としてよく用いられる
マイクロアレイは、一般的には、あらかじめデザインされたオリゴヌクレオチ
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ドプローブ(遺伝子断片)と蛍光標識された(サンプルとなる細胞由来の)cDNA と
のハイブリダイゼーションで得られる蛍光強度により mRNA 発現を定量化する
アナログ的なものだが、クロスハイブリダイゼーションによる高バックグラウ
ンドレベルやシグナルのサチュレーションによるダイナミックレンジの限界な
どの欠点がある[26]。マイクロアレイとは対照的に、SAGE 法(Serial Analysis of 
Gene Expression)による網羅的遺伝子発現プロファイリングでは、mRNA の 3’末
端の特定の短い断片を分離し(この短い断片をタグという)、アダプター連結・逆
転写・制限酵素による分離などにより調製されたライブラリー(最終的には、タ
グをライゲーションにより連結し、コンカテマーとしたもの)をベクターに挿入
し、サンガー式 DNA シークエンシングにより配列決定し、タグのカウント数に
より mRNA 発現を定量化するデジタル的なものである[27] [28]。当教室では、
実際の遺伝子発現制御に重要なプロモーター領域と完全長 cDNA の分析におい
て不可欠な mRNA 転写開始点(TSS)の同定に着目し、mRNA の 5’側末端をタグ
とする 5’-end SAGE 法(5’-SAGE)を開発した[29]。mRNA の 5’末端には、メチル
GTP が三つのリン酸により逆向きに結合したキャップ構造(m7Gppp)があるが、
5’-SAGE では、BAP(Bacterial Alkarine Phosphatase)により不完全な mRNA やキャ
ップ構造のないミトコンドリア由来mRNAの5’末端リン酸基を加水分解(脱リン
酸化 ) し ( トリリン酸化合物は分解しない ) 、次に TAP(Tobacco Acid 
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Pyrophosphatase)によりピロリン酸結合を特異的に開裂することでキャップ構造
をはずし、リン酸基が残った mRNA の 5’末端にリンカーを結合し、逆転写・制
限酵素による分離・ライゲーションなどによりライブラリー(最終的には、コン
カテマーとしたもの)を調製する。最後に、従来の SAGE 法と同様にして、サン
ガー式 DNA シークエンシングにより配列決定し、タグカウント数により mRNA
発現を定量化する。しかし、現実的には、このサンガー式 DNA シークエンシン
グはコストと時間がかかり、大規模な解析は困難で、細胞中の一部の転写産物
しか定量化できなかったが、近年開発された大規模並立処理配列決定法による
次世代型シークエンサーを用いることで低コストで高速に大量の塩基配列決定
が可能となり、全転写産物(トランスクリプトーム)の定量化への道を開いた[26] 
[30] 。当教室では、5’-SAGEを次世代型シークエンシング(NGS)に応用した[31]。 
ところで、メモリーCD8+ T 細胞を特徴づける遺伝子の発現が樹立され維持され
る機序はまだ明らかになっていないが、その顕著な遺伝子発現パターンはエピ
ジェネティックな変異により制御されていると考えられているため、そのエピ
ジェネティックな遺伝子発現制御機構を解明することが現在注目されている
[32]。エピジェネティックな変異は、遺伝しうるが、ゲノム DNA 自体に配列の
変化を伴わないもので、DNA メチル化やヒストン修飾などがあり、遺伝子転写
に影響を与えうるものである[33]。 
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 DNA メチル化とは、DNA を構成する 4 種類の塩基、グアニン(G)、チミン(T)、
シトシン(C)、アデニン(A)のうち、シトシンのピリミジン環の 5 位炭素原子がメ
チル化され、メチルシトシンとなるもので、最もよく知られているエピジェネ
ティックな指標である。哺乳類ではほとんど全ての DNA メチル化は CpG(シト
シン-リン酸基-グアニン)ジヌクレオチドのシトシン残基で起こり、CpG が高密
度にあるゲノム領域は CpG アイランド(CGI)と呼ばれ、多くの遺伝子のプロモー
ター領域に存在するが、その領域の DNA メチル化と隣接する遺伝子の転写抑制
との相関性が知られている[34] [35]。特に癌においては、腫瘍抑制遺伝子(例えば、
グリオーマ[36] [37]や大腸癌[38] [39]での MGMT、乳癌・卵巣癌での BRCA1[40]
など)のプロモーター領域での過剰メチル化により遺伝子発現が抑制されている
ことが多数発見され[41] [42]、癌の成長に影響を及ぼしている[43]。癌以外でも、
アルツハイマー病で NEP[44]、フリードライヒ運動失調症で FXN[45]に過剰メチ
ル化が見られるほか、アテローム性動脈硬化症[46]、1 型糖尿病[47]や SLE(全身
性エリテマトーデス) [48] [49]など多分野の疾患において異常メチル化が報告さ
れている[50]。以上のことから、DNA メチル化の異常が診断マーカーや治療標
的としての臨床的な意義を持っている[51] [52] 。また、細胞の分化に関して、
メモリーCD8+ T 細胞では、CTL 機能の指標となる IFNγ のプロモーターやエン
ハンサー領域での低 DNAメチル化と活性化 CTLでの IFNγの高産生能との相関
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性が示されている[53] [54] 。最近では、ウイルス感染後の CD8+ T 細胞の分化過
程において、細胞増殖の制御因子である PD1(Programmed death 1)の TSS 上流に
ある高度保存領域の CGI における DNA メチル化の変化が PD1 発現 (PD1-ナイ
ーブ T 細胞→PD1hiT エフェクター細胞→PD1lowメモリーT 細胞)と相関し、疲弊
CD8+ T 細胞ではその DNA メチル化の解除が持続されることから、その領域の
DNA メチル化が抗原特異的な CD8+ T 細胞の抗ウイルス機能回復の指標となり
うること[55]が報告されている。このように、同じゲノム領域で異なる DNA メ
チル化状態を示す複数の隣接する CpG 部位を DMR (Differentially methylated 
region)と呼び、最も頻繁に調べられている[56] [57] が、癌などの疾患や細胞の
分化[58]だけでなくゲノムのインプリンティングや細胞のリプログラミングな
どに特異的な DMR も存在することから、より広範囲に渡ってゲノムワイドに
DNA メチル化の状態を調べ、包括的に特性化することへの関心が高まっている
[57] 。 そ こ で 、 IHEC (International Human Epigenome Consortium) 
(http://ihec-epigenomes.org)では、国際的なプロジェクトとして、癌を含めた多岐
にわたる疾患でのエピジェネティックな状態と比較できるように、ヒトの正常
組織や各種分化・未分化細胞における参照エピゲノムマップ(DNA メチル化やヒ
ストン修飾などのマップ)を作ることを第一の目標としている[59]。この中には
メモリーCD8+ T 細胞を含めた免疫細胞も含まれている。また、欧州の
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BLUEPRINT project [60] [61] 、米国の Roadmap Epigenomics Project[62]などでも
エピゲノムマップ作成に着手している。そして、NGS の技術をとり入れたマッ
プ作成に対して、種々のメチロームライブラリーの作製方法も開発されている。 
 DNA メチル化を調べる方法としては、(i)メチルシトシンに特異的な抗体で断片
化したゲノム DNA を免疫沈降し、濃縮されたメチル化 DNA 断片をアレイで検
出する MeDIP (Methylated DNA Immunoprecipitation)、(ii)ゲノム DNA のバイサル
ファイト(亜硫酸水素塩)処理により、非メチル化シトシンはウラシルに変換され
(その後の PCR 反応によりチミンに変換される)、メチルシトシンはシトシンの
まま残る(PCR 反応後もシトシンのまま)ことを利用し、最後に PCR で増幅され
た DNA 断片の配列を確認することで、DNA メチル化を調べるバイサルファイ
トシークエンス法(BS)、(iii)制限酵素認識サイト内の非メチル化シトシンは切断
し、メチル化シトシンは切断されないメチル化感受性制限酵素でゲノム DNA を
処理をし、その制限酵素認識サイトを含めた領域が PCR 反応で増幅されること
で DNA メチル化を検出する MSP(Methylation-specific PCR)などがある。それぞ
れの方法が NGS に応用され、幹細胞や癌など多種の細胞・組織が解析されてい
る[63]。特に(iii)では、メチル化感受性制限酵素、HpaII で消化されたゲノム DNA
の切断端に、切断部位が制限酵素認識部位より 18~20bp 下流である MmeI の認
識配列を持つアダプターをライゲーションし、その MmeI 処理で DNA を断片化
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することにより、DNA 断片のサイズを均一にし、最終的なライブラリー調製に
おける PCR 反応時のバイアスを減らすことで、より正確な DNA メチル化の評
価ができるというMSCC (Methylation-sensitive cut counting)が非常に注目され[64] 
[65] 、より低コストで総リード数も増やすことができるという利点に着眼し、
当教室でも、同様の方法を開発している[66]。 
 エピジェネティックのもう一つの大きな指標であるヒストン修飾は、ヒストン
テール(ヒストンのアミノ末端)のリジン残基やアルギニン残基がアセチル化、メ
チル化、リン酸化、ユビキチン化などの化学修飾を受けることで、クロマチン
構造や遺伝子発現の制御に関わり、DNA メチル化とも相互に影響を及ぼし合っ
ている[67]。ヒストン修飾の変化は主に、アセチル化・メチル化ヒストンや転写
因子に対する抗体で免疫沈降する ChIP(クロマチン免疫沈降法)により調べられ
るが、DNA メチル化解析のように、NGS にも応用され、メモリーCD8+ T 細胞
も含めて[68]、様々に解析されている[69] [70] 。一方、メモリーCD8+ T 細胞の
NGS を用いた DNA メチル化解析はまだ報告されていない。 
 NGS は、「革命的技術」と表現されることが多く、一般に、DNA や RNA を短
い断片(数十～数百塩基)にしてアダプター連結して作製されたライブラリーに
対して、プラットフォーム間の相違はあるが、たいていは数日間で 1 ラン当た
り数十 Gb を読むことができる[71]。30 億塩基対にも及ぶヒト一人分の全ゲノム
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を 1 ランでカバーできるが、例えば、米国の ’$1,000 Genome’ プロジェクト(ヒ
ト一人分のゲノムを 1000 ドルという低コストで解析するシステムを目指すも
の) [72]のように、今なお NGS 開発は進められている。現時点(2012 年 10 月)で
は、Life technologies 社の Ion Proton sequencer が’唯一、 ’$1,000 Genome’ を可能
にすると言われている[73]。このような NGS の技術に基づき、国際的には、世
界中の 1000 人以上のヒトゲノムを解析し、医学的に有用な情報となる(遺伝的変
異を含めた )ヒトゲノムマップを作成するという  ’1000 Genomes Project’ 
(http://www.1000genomes.org) [74]や、罹患率・死亡率を含めて分類された少なく
とも 50 種類の癌における体細胞的な遺伝的異常を包括的に解読し、カタログ化
しようという ICGC(International Cancer Genome Consortium) [75]などが立ち上が
り、得られたデータは無償で公開され、多様な疾患に対する研究への貢献が期
待されている。さらに、ICGC では、体細胞遺伝子変異を遺伝子発現とエピジェ
ネティック変異のプロファイルと統合した完全カタログ化は、疾病表現型、予
後、薬剤感受性、化学療法への抵抗性などの基盤となり、患者自身の病巣より
得られた遺伝的パターンと比較することで、事前に治療効果を予測することに
役立ち、個々の患者に最適化した「個別化治療」における治療法決定につなが
ることが期待されている[75] [76] [52] 。 
 上述してきたような背景から、本研究では、「個別化治療」へ向けたエピゲノ
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ムマッピングという時流に沿って、NGS を用いて包括的に遺伝子発現と DNA メ
チル化を解析することを通じて、繰り返し免疫に伴うメモリーCD8+T 細胞が樹
立・維持する「免疫記憶」の特徴をなすエピジェネティックな遺伝子発現制御
機構を解明することを目的とする。 
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3. 方法 
 
3.1 マウスにおける感染実験、養子移入と CD8+ T 細胞の分離 
 CD45.1+ OT-I マウス(B6) の脾臓より分離した脾細胞を congenic marker の
CD45.1(Ly5.1)-FITC 抗体で染色後、Anti-FITC Microbeads で標識し、MACS を用
いた positive selectionにより分離したCD45.1+ T細胞をCD8a-PerCP-Cy5.5抗体、
Vα2-APC 抗体で染色後、ARIA cell sorter (BD)により sorting した(CD45.1+Vα2+) 
CD8+ T 細胞(ナイーブ CD8+ T 細胞)を WT の B6 レシピエントマウス(CD45.1-)
に養子移入した。その後、組換え LM-OVA (OVA 発現組換えリステリア菌)(5 x 104 
CFU)の尾静脈注射により、このレシピエントマウスを感染させた。50 日以上経
過後[77]、レシピエントマウスの脾細胞を分離し、ナイーブ CD8+ T 細胞分離と
同様の方法で、MACSを用いた positive selectionによりCD45.1+細胞を enrich後、
(CD45.1+Vα2+) CD8+ T 細胞(1 次メモリーCD8+ T 細胞)を sorting し、さらに別の
WT の B6 レシピエントマウス(CD45.1-)に養子移入した。さらに、50 日以上経
過後、同様にして、レシピエントマウスの脾細胞を分離し、MACS を用いた
positive selection により CD45.1+細胞を enrich 後、(CD45.1+Vα2+) CD8+ T 細胞(2
次メモリーCD8+ T 細胞)を sorting した。それぞれの段階において sorting したナ
イーブ、1 次メモリー(感染暴露後 85 日経過)、2 次メモリー(感染暴露後 80 日経
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過)CD8+ T 細胞から、ゲノム DNA や RNA を抽出した。MSCC に用いたゲノム
DNA と 5'SAGE-Seq に用いた RNA に用いたマウスの個体数(n)としては、ナイ
ーブ CD8+ T 細胞では、n=27、1 次メモリーCD8+ T 細胞では、n=20、2 次メ
モリーCD8+ T 細胞では、n=28、を使用した。 
 
3.2 アダプター精製 
 IDT 社より購入したオリゴヌクレオチドをアダプターは、A と B をアニーリン
グさせて作製し、PAGE 精製を行った。XXXXXXXXXX は、SOLiD 5500 series
用に作製されたバーコード配列で 96 種類存在する。 
 
 
 
3.3 MSCC ライブラリー 
 ナイーブ、1 次メモリー、2 次メモリーCD8+ T 細胞のゲノム DNA を HpaII(NEB)
もしくはそのメチル化非感受性 isoschizomer である MspI(NEB)を用いて 37℃、
オーバーナイトで制限酵素処理をし、DNA 精製と制限酵素除去のため、フェノ
ール・クロロホルム抽出(一回)、エタノール沈殿(一回)、70%エタノール洗浄(二
回)を行い、dH2O(滅菌蒸留水)に溶解した(以後、酵素処理の後は同様にして精製)。
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MmeIの認識配列を持つP1アダプターをT4 DNA Ligase(Life Technologies)を用い
て 16℃、オーバーナイトで切断端にライゲーションし、フェノクロ精製後、
MmeI(NEB)を用いて 37℃、オーバーナイトで制限酵素処理をし、精製後、PAGE
精製によりサイズセレクション(60~80bp)し、サンプルごとにバーコードが異な
る P2 アダプターを T4 DNA Ligase を用いて 16℃、オーバーナイトでそれぞれラ
イゲーションする。精製後、P2 アダプター結合サンプルのアダプター結合部に
リン酸基を挿入するため、DNA Polymerase I (E.coli)(NEB)を 16℃、30 分反応さ
せ、精製後、PAGE 精製によりサイズセレクション(120~140bp)する。最後に P1・
P2 アダプター由来の配列によるプライマーで、High Fidelity PCR 酵素である
Prime STAR HS DNA Polymerase (TaKaRa)を用いて PCR 反応(98℃で 30 秒の後、
98℃5 秒、62℃15 秒、72℃1 分を 10 サイクル繰り返した後、72℃で 10 分反応さ
せる)を行い、その産物(120~140bp)を PAGE 精製し、ライブラリーを作製した。
その後、両端のアダプター配列や挿入断片がマウスのゲノム DNA 由来であるこ
とを確認するため、ライブラリーの一部をクローニングし、3730xl DNA 
Analyzer(Life Technologies)により配列を確認した。また、各サンプルのライブラ
リーは Agilent High Sensitvity DNA kit (Agilent Technologies)を用いて Agilent 2100 
Bioanalyzer により各ライブラリーが単一のサイズであることを確認した。ライ
ブラリーは SOLiD(Life Technologies)によりシークエンスされた。 
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3.4 5'SAGE-Seq ライブラリー 
 5'SAGE-Seq ライブラリーが開発された際の論文の記載と同様にして[29]、ナイ
ーブ、1 次メモリー、2 次メモリーCD8+ T 細胞の RNA から、5'SAGE-Seq ライ
ブラリーが作製され、Illmina 社のシークエンサーによりシークエンスされた。 
 
3.5 データ解析に用いたマウスゲノム情報 
 マウスゲノムは mm9 を用い、それに付随する遺伝子情報、RefSeq gene 
(http://hgdownload.cse.ucsc.edu/goldenPath/mm9/database/) 、 ゲ ノ ム デ ー タ
(http://hgdownload.cse.ucsc.edu/goldenPath/mm9/bigZips/chromFa.tar.gz)、repeat 領域
の座標 (http://hgdownload.cse.ucsc.edu/goldenPath/mm9/bigZips//chromOut.tar.gz)は
それぞれ UCSC より得た。 
 
3.6 各細胞間の HpaII count と MspI count の変遷の広域にわたる解析 
 個々の制限酵素切断位置における HpaII count (HpaII を用いたライブラリーで
の CCGGの位置における read 数)と MspI count (MspI を用いたライブラリーでの
CCGG の位置における read 数)を広域にわたり評価するため、region enrichment
を行い、各細胞間の HpaII count と MspI count の変遷を示す領域群を R による
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heatmap.2 を用いて評価した。この際、HpaII count では、HpaII を用いたライブ
ラリーでの総 read 数が最大値を示したものを総 read 数として補正を行い、個々
の領域における read 数を標準化した。MspI count でも同様に、MspI を用いたラ
イブラリーでの総 read 数が最大値を示したものを総 read 数として補正を行い、
個々の領域における read 数を標準化し、次に、同じ制限酵素切断位置で標準化
HpaII count が 10 以上の細胞が全くないときは、その制限酵素切断位置における
HpaII count と MspI count は評価の対象外とする region enrichment を行った[78]。
HpaII count と MspI count の変遷を示す散布図においても、同様にして region 
enrichment を行った。 
 
3.7 各細胞間の DNA メチル化状態の変化の解析 
 MSCC の開発グループは一般的な標準化として、M/(M+U) (M はメチル化を示
すシグナル、U は非メチル化を示すシグナル)に基づき、「MspI count / MspI count 
+ HpaII count」という指標により DNA メチル化状態を評価しているが、本研究
では、U / (M + U) を DNA非メチル化の指標として、「HpaII count / MspI count + 
HpaII count」という簡略な指標によって限局的な領域における DNA メチル化解
析を行った。[79] 
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3.8 各遺伝子発現量のそれぞれの細胞間における相違の解析 
 遺伝子発現解析に関しては、総タグ数を統一して補正を行い、各遺伝子におけ
るタグ数を標準化した。補正後に得られたタグ数を各遺伝子の発現量として、
各遺伝子発現量のそれぞれの細胞間における相違をRによる heatmap.2を用いて
評価した。ただし、発現量の尺度となる標準化タグ数が 3 細胞集団いずれもに
おいて一桁台(<10)の遺伝子は除外した。 
 
3.9 統計解析 
 多様度指数は、以下の Simpson index を用いた。 
 
 
niは i 番目のタグ数で、N は総タグ数である。SID = 1 とは、1 タグが系の全タ
グ数を占めることで、多様度が全くないことを意味する。SID 値が大きいほど、
多様度が高いことを示す[80] 。 
 類似度指数は、以下の Morisita-Horn similarity index(MH)を用いた。 
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CMH(A, B)は 2 つのライブラリーA、B 間の MH を示し、pi(A)は「Aにおける i 番
目のタグ数/A の総タグ数」で、pi(B)は「B における i 番目のタグ数/B の総タグ
数」である[81] 。 
 順位相関係数は、Spearman's rank correlation coefficient を用いた。 
 
3.10 MA plot 
 以下の公式によりプロットした。 
M = log2(Yi) - log2(Xi), A = (log2(Yi)+log2(Xi))/2 
 
3.11 GSEA(Gen Set Enrichment Analysis) [82] 
 5'SAGE-Seq の標準化データを data set とし、GSEA のホームページ
(http://www.broadinstitute.org/gsea/index.jsp)上の説明に従い、GSEA に付属してい
るデータベース、MSigDB(the Molecular Signatures Database)に基づき、特異的な
遺伝子発現制御や生物学的機能を共有する遺伝子群を探索した。このデータベ
ースは、Broad Institute で公開されているもので、これまで報告されている論文
や BioCarta、Gene Ontology、KEGG などが由来となっている遺伝子群を含んで
いる。 
 GSEA では、遺伝子発現プロファイル(N 個の遺伝子を含むとする)の class A と
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B の発現量の大きさに基づいて各遺伝子の発現量の変動値が数値化され、
ranking(r1、r2、……、rN)される(r の算出方法にはいくつかのオプションが付属し
ているが、いずれも class A の方が class B より発現量が大きい遺伝子ほど、その
r 値は大きくなり、class B の方が class A より発現量が大きい遺伝子ほど、その r
値は小さくなる)。遺伝子の順位による並び替えが行われた遺伝子リスト
(L )(L={g1、g2、……、gN})の(r 値が大きい方からの)順位づけに従い(ただし、 rj
は、遺伝子 gjに対する数値である( r(gj) = rj ) )、データベース上の gene set(S)に含
まれる遺伝子群(NH 個の遺伝子を含むとする)の中の各遺伝子の ES(Enrichment 
Score)が算出される。S に含まれる遺伝子(“hits”)(S には L における giまでが含
まれるとする)と L における i 番目までに存在する S に含まれない遺伝子
(“misses”)から、| Phit – Pmiss | (= running ES)の最大値が ES の値となる(Phitと Pmiss
については下記のとおりで、ES(S) =max|running ES| である)。Leading edge の遺
伝子群は、running ES が最大値となるような Rank の遺伝子までを含めた遺伝子
群と定義されている。また、gene set に示された線状の「gene tags」と呼ばれる
ものは、ranking list における各遺伝子の rank(ranking された全遺伝子の中の順位)
を示す。 
 Gene set の中で、ranking list における各遺伝子の順位が上位、もしくは、下位 
に集積される場合、それに相当して ES(S)の絶対値は高くなる。また、gene set 
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の中で、ranking list における各遺伝子の順位が、上位にも下位にも集積されず、
無作為な分布となれば、ES(S)の値は小さくなる。S に含まれる各遺伝子の中で、
最大値を示す running ES が ES(S)となるが、ES(S) = 0 とは、running ES が完全に
横軸と重なるものを意味し(だだし、通常 ES(S)=0 を示すことはない)、この gene 
set との相関性が示されないと考えられる。 (便宜上、以降において、「ES」と表
記されている場合は、各 gene set における「ES(S)」を意味する。)  
 以上のように算出されたこの running ES の最大値(ES(S))やその gene set に含
まれる遺伝子数を計上して算出された NES(Normalized Enrichment Score)がその
gene set が示す表現型(Enrichment plot 名として表記)との相関性を示す。 
そして、positively correlated とは、class A でより発現量が大きかった遺伝子群、
negatively correlated とは class B でより発現量が大きかった遺伝子群を示す。本
研究では、5’SAGE-Seq の標準化データをこのように class A、class B にセット
して繰り返し免疫に伴うメモリーCTL の表現型を示す gene set を探索した。 
 
 
※| rj |
p における p は GSEAの
使用者で設定する値で、通常
は P=1 に設定されている。 
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3.12 UCSC genome browser によるデータ表示 
 SAMtools を用いて、MSCC の SAM file を BAM file に変換し、さらに、BEDtool
を用いて、BAM file を BED file に変換して、UCSC のホームページ
(http://genome.ucsc.edu/index.html)上の説明に従い、UCSC genome browser に BED 
file を upload した。 
 
3.13 DAVID (the Database for Annotation, Visualization and Integrated Discovery) 
bioinformatics resources [83] 
DAVID bioinformatics resources (http://david.abcc.ncifcrf.gov) における Functional 
Annotation Tools の Functional Annotation clustering を用いて、2 倍以上発現量が変
動した、もしくは標準化タグ数が 0 から 2 以上に変動した遺伝子リスト中の遺
伝子群と相関性があるデータベース上の annotation term を検索した(gene-term 
enrichment という)。このデータベースは、米国の NCI(National Cancer Institute)、
Laboratory of Immunopathogenesis and Bioinformatics で公開されているもので、こ
れまで報告されている論文やGene Ontology、SWISS-PROT、InterPro、PANTHER、
KEGG などが由来となっている annotation term における遺伝子群を含んでいる。
Functional Annotation Toolでは、遺伝子リストを upload することで、修正 Fisher’
s exact test により、遺伝子リスト中の遺伝子群と相関性があるそれぞれの
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annotation term における EASE (Expression Analysis Systematic Explorer) score 
(=P-Value)が算出される。P-Value=0 は perfect enrichment を示し、通常 P-Value≦
0.05 を示す annotation termとは強い相関性があると想定される。また、補正値と
しては、Bonferroni, Benjamini and FDR(False Discovery Rate)を用いた。Count は遺
伝子リストの中で annotation termに含まれる遺伝子数で、%はその遺伝子数の遺
伝子リストにおける割合を示す。 
 
3.14 RT-qPCR (Reverse transcription-quantitative PCR) 
各遺伝子に対して、Forward primerとReverse primerの setをそれぞれ設計する。
ナイーブ、1 次、2 次メモリーCD8+ T 細胞由来の mRNA より逆転写された cDNA
をテンプレートとし、各 primer set と SYBR Green (Power SYBR Green PCR Master 
Mix (Life Technologies))とをそれぞれ混合し、7500 Real Time PCR system (ABI) に
より反応させる。 
Gene name   Primer orientation     Primer sequence 
Ifng         Forward              GCTTTGCAGCTCTTCCTCAT 
             Reverse              GTCACCATCCTTTTGCCAGT 
Rps27l       Forward              AAACATAAGAAGAAACGGCTGG 
             Reverse              AGTAATCTTGTAGCAACCTGGA 
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Bcl11b       Forward              ATGTTCTCTCAGGCTTCTCC 
             Reverse              TGGGACACAGTCAAGTTACC 
Klrg1        Forward              ACCTCCAGCCATCAATGTTC 
             Reverse              CCTCTGGACGAGGAATGGTA 
Tbx21        Forward             AGCAAGGACGGCGAATGTT 
             Reverse              GTGGACATATAAGCGGTTCCC 
Gapdh       Forward              ACTCTTCCACCTTCGATGC 
             Reverse              CCGTATTCATTGTCATACCAGG 
 
Real-Time PCR (qPCR)により得られるデータの解析に関しては、Delta Rn 
(normalized reporter fluorescence) に任意の threshold line を設定し、蛍光シグナル
による増幅曲線と交差する CT(threshold cycle)値を PCR cycle と定義すると、各遺
伝子に対する任意の PCR 産物量(threshold line)に達するまでの PCR cycle 数(CT
値)の差により、各サンプルにおける各遺伝子の初期量を比較定量することがで
きる(例えば、1 cycle の差がある場合は、初期量に 2 倍量の差がある)。これを
比較 CT法(2-⊿⊿CT法)といい、以下のように、⊿CT 、⊿⊿CTを算出し、2 -⊿
⊿CTの値を相対発現量とする。ただし、⊿⊿CTでは、ナイーブ CD8+ T 細胞(N)
を基準となるキャリブレータサンプルとして、1 次(1°)、2 次(2°)メモリーCD8+ 
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T 細胞における各遺伝子の⊿⊿CT値を算出する。 
・⊿CT = mean CT (gene of interest) – mean CT (internal control) 
・⊿⊿CT = ⊿CT (1° or 2°) －⊿CT (N) 
本研究では、internal control に Gapdh を用いた。最後に、各サンプルにおける各
遺伝子の mRNA 量の変化として、2-⊿⊿CT の値を plot する。[84] 
 
3.15 MS-qPCR (Methylation-Specific qPCR) 
ナイーブ、1 次、2 次メモリーCD8+ 細胞由来のゲノム DNA を EpiTect Bisulfite 
Kit (QIAGEN) により bisulfite 処理し、EpiTect Whole Bisulfitome Kit (QIAGEN)
により bisulfite 変換ゲノム DNA を増幅する。また、各遺伝子の HpaII サイト内
もしくはプロモーター領域を含むように methylation specific primer と
unmethylation specific primer の set を以下のようにそれぞれ設計する。  
 
 
 
 
 
 
Gene name       Primer orientation      Primer sequence 
 
Ifng     (HpaII site)   Common forward        TGAAGAAAGGGTGTGTGTGTG 
                     Methylation reverse      CCTAAACCATTCCCGAAATAA      
Unmethylation reverse   CCTAAACCATTCCCAAAATAATACA 
 
 
(Promoter region)  Methylation forward      TGGTTGATCGTGGTTGATGT    
Methylation reverse      CGTAACACCCCATCTTCTCAA 
 
Unmethylation forward    TGGTTGGTTGATTGTGGTTG   
Unmethylation reverse    CATAACACCCCATCTTCTCAAA 
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Rps27l   (HpaII site    Methylation forward     ATTGAGACGGGAGTTTAGAGC             
    within CpG island)  Methylation reverse     AACAACTTCCGAAATAAAAACG 
 
Unmethylation forward   ATTATTGAGATGGGAGTTTAGAGT  
Unmethylation reverse   AACAACTTCCAAAATAAAAACAACA 
 
 
Bcl11b  (HpaII site     Methylation forward      GTTGGTGGCGGGGTTTGGAG    
   within CpG island)   Methylation reverse      CGCGCTCGCCAACTTTTCCCG 
 
    Unmethylation forward   GTTGGTGGTGGGGTTTGGAGAG   
    Unmethylation reverse    CACACTCACCAACTTTTCCCA 
 
 
Klrg1  (HpaII site)    Methylation forward      ATTTGTCGTTGGTGTTATTTT     
                    Methylation reverse     TCCATTTTTAACACATAAAAAATCTACCG 
 
                 Unmethylation forward    ATTTGTTGTTGGTGTTATTTT 
                 Unmethylation reverse    TTCCATTTTTAACACATAAAAAATCTACCA 
 
 
 (Promoter region)    Methylation forward      ACGTGGCGGGATATTAATTC    
 Methylation reverse       AAAACAAACACGCTCGTCTT 
 
                    Unmethylation forward   TAGATGTGGTGGGATATTAATTT  
Unmethylation reverse    AAAAACAAACACACTCATCTTTA 
 
 
Tbx21   (HpaII site    Methylation forward     GTTTTTTCGGGTTTGGCG    
  within CpG island)   Methylation reverse      ACAAAATAACCATCCACGAAC 
 
Unmethylation forward   GTTTTTTTGGGTTTGGTG 
Unmethylation reverse    ACAAAATAACCATCCACAAAC 
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各細胞由来の、bisulfite 処理後、増幅したゲノム DNA をテンプレートとし、
各 methylation specific primer set もしくは unmethylation specific primer set と
SYBR Green (Power SYBR Green PCR Master Mix (Life Technologies))とをそれぞ
れ混合し、7500 Real Time PCR system (ABI) により反応させる。 
MS-qPCR の解析に関しては、上記の RT-qPCR と同様に、蛍光シグナルによる増
幅曲線がDelta Rnの任意の threshold lineと交差するCT値をPCR cycleと定義し、
各遺伝子のゲノム上のターゲットとする領域のDNA非メチル化の割合を以下の
式により相対的に定量化する。 
 
Unmethylation index = 2(methylated CT – unmethylated CT) 
 
※Methylated CT は methylation specific primer を用いて得られた CT値。 
Unmethylated CTは unmethylation specific primer を用いて得られた CT値。 
 
最後に、各サンプルにおける各遺伝子のゲノム上のターゲットとする領域の
DNA メチル化状態の変化として、Unmethylation index を plot する。[85] 
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4. 結果 
 
4.1 繰り返し感染によるメモリーCD8+ T 細胞の広域にわたる DNA メチル化状
態の変遷と遺伝子発現の相違 
 ナイーブ、1 次メモリー、2 次メモリーCD8+ T 細胞の DNA メチル化と転写制
御の変化をゲノムワイドに評価するため、MSCCと 5’SAGE-Seqを行った。MSCC
と 5’SAGE-Seq のライブラリーに用いたそれぞれの細胞を sorting した際の純度
は 99.9%、99.5%、100%だった(図 1)。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図 1. MSCC と 5'SAGE-Seq
ライブラリーに用いた各細
胞の純度 
Naive はナイーブ、Primary は 
1 次メモリー、secondary は 2 次
メモリーCD8+ T 細胞のことで
ある。 
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MSCC と 5’SAGE-Seq におけるマッピング結果は表 1 のようになった。MSCC で
は、SINE(short interspersed nuclear element)や LINE(long interspersed nuclear 
element)などの繰り返し配列の位置の read は全て除いた。DNA メチル化の指標
となりうる HpaII count と MspI count は、図 2 の chr16 の例示のように、他の染
色体でもそれぞれ各細胞において大きな差は見られなかった。 
 広域にわたる各細胞間の HpaII count と MspI count の変遷においては、HpaII 
count では、ナイーブから 1 次メモリー、そして 2 次メモリーへと段階的に変化
していく領域が非常に多く見られたが、その領域における MspI count はほとん
A. MSCC 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
                                                             
 
表 1. MSCC と 5'SAGE-Seq のマウスゲノムへの mapping の概要                                                             
 
B. 5'SAGE-Seq 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
                                                             
 
 (A)MSCC、(B)5'SAGE-Seqの mapping 結果。5'SAGE-Seq においては、read が、TSS
より 500bp 上流からその RefSeq 遺伝子の末端までの範囲以内で開始位置が始まっ
ていた場合は、「unique tag」に含めた。 
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ど大きな変化を示さなかった(図 3)。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
                 (C)  2° 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
                                                             
 
                 (A)  N 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
                                                             
 
                 (B)  1° 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
                                                             
 
図 2. 各細胞間の HpaII count と MspI count の散布図 
各細胞の Chr16 において、同制限酵素切断位置における HpaIIにより切断された read
数(HpaII count)と MspI により切断された read 数(MspI count)の散布図。N はナイーブ
(A)、1°は 1 次メモリー(B)、2°は 2 次メモリー(C)CD8+ T 細胞のことである。 
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図 3. 各細胞間の HpaII count と MspI count の広域での変遷 
各細胞の 7 番染色体(Chr7)(A)と 8 番染色体(Chr8)(B)において、同制限酵素切断位置
における HpaII と MspI によるMSCC ライブラリーでのそれぞれの read 数(それぞれ
を HpaII count、MspI count と表記)を比較したヒートマップ。目盛りの -2 は同制限
酵素切断位置における read 数が最も低い相対値を示し、2 は read 数が最も高い相対
値を示す。N はナイーブ、1°は 1 次メモリー、2°は 2 次メモリーCD8+ T 細胞のこ
とである。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
               N   1°  2°  N   1°  2° 
              (HpaII count)  (MspI count) 
 
 
 
 
 
 
 
 
                 N   1°  2°   N   1°   2° 
                 (HpaII count)  (MspI count) 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
A. Chr7 B. Chr8 
Low                                 High 
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 5’SAGE-Seq では、唯一マッピングされた発現遺伝子の種類はそれぞれ 9,997、
10,533、10,204 と大きな相違はなかった。RefSeq にマッピングされ、遺伝子発
現解析に用いる総タグ数はそれぞれ、2,391,542、2,985,168、3,490,719 と相違が
あったため、総タグ数を 3,000,000 と統一して補正を行い、各遺伝子におけるタ
グ数を標準化した。補正後に得られたタグ数を各遺伝子の発現量として、以降
の遺伝子発現解析に用いた。それぞれの細胞の全発現遺伝子の発現量に関して、
多様度指数は、ナイーブ、1 次メモリー、2 次メモリーではそれぞれ、0.990234、
0.964072、0.982751といずれも1に近い値となり、同程度の高い多様性を示した。
類似度指数は、ナイーブと 1 次メモリーが 0.328092、ナイーブと 2 次メモリー
が 0.398289、1 次メモリーと 2 次メモリーが 0.865313 となり、1 次メモリーと 2
次メモリーで高い類似性を示した。それぞれの細胞の各遺伝子発現量の相違を
示すヒートマップでも、ナイーブと比べ、1 次メモリーと 2 次メモリーの全体と
しての高い類似性が視覚的に示された(ヒートマップでは、ナイーブ、1 次メモ
リー、2 次メモリーのいずれもが一桁のタグ数しか認められなかった遺伝子は含
まれていない)。順位相関係数は、ナイーブと 1 次メモリーが 0.917541、ナイー
ブと 2 次メモリーが 0.911176、1 次メモリーと 2 次メモリーが 0.924796 となり、
いずれも+1 に近く、同等に強い正の相関関係があることを示した。(図 4) 
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 C. 多様度指数           D. 類似度指数            E. 順位相関係数 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 F.    N      1°     2° 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
                                                             
 
48 
 
 
 
 
 
4.2 繰り返し感染によるメモリーCD8+ T 細胞全体の DNA メチル化と遺伝子発
現制御の変化 
 TSS の同定に有効である 5’SAGE-Seq を用いた点と、高発現遺伝子と低発現遺
伝子において TSS の上流や下流の領域での DNA メチル化の状態が異なりうる
[64]という点に着目し、概ね TSS を中心とし、その上流あるいは下流までの領域
における DNA メチル化状態を評価することとし、それぞれの制限酵素切断位置
における「HpaII count / MspI count + HpaII count」の値を指標とし、各領域にお
いて平均化した値によりそれぞれの領域における全体的なDNAメチル化の状態
を比較した (平均値がより低い場合はよりメチル化されている領域であること
を意味する)。そこで、DNAメチル化と遺伝子発現の関係を評価するため、図 4
のようにそれぞれの細胞の発現遺伝子を分類した。ナイーブ、1 次メモリー、2
次メモリーCD8+ T 細胞全てにおいて発現している遺伝子(a)の数は 8630 とそれ
ぞれの細胞において 80%以上を占めた。ナイーブと 1 次メモリー(b)、ナイーブ
と 2 次メモリー(c)、1 次メモリーと 2 次メモリー(d)のそれぞれ 2 グループのみ
図 4. 各細胞の発現遺伝子の分布 
(A) 各細胞に発現している遺伝子の分布を示したベン図と、(B)それぞれの細胞にお
ける割合。(C)各細胞における多様度指数。(D)それぞれの細胞間での類似度指数と
(E) 順位相関係数。(F)各遺伝子発現量のそれぞれの細胞間における相違を比較した
heatmap。目盛りの -1 は標準化タグ数が最も低い相対値を示し、2 は標準化タグ数
が最も高い相対値を示す。N もしくは Naive はナイーブ、1°は 1 次メモリー、2°
は 2 次メモリーCD8+ T 細胞のことである。 
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に発現している遺伝子の数は(b)479、(c)323、(d)582 と全体における割合は数%
にしか満たなかった。ナイーブと 1 次メモリー((a)+(b))で発現している同遺伝子
の割合がナイーブにおいて 90%以上を占め、同様に 1 次メモリーと 2 次メモリ
ー((a)+(d))で発現している同遺伝子の割合が 2次メモリーにおいて 90%以上を占
めた。発現している同遺伝子の割合は、1 次メモリーと 2 次メモリー(d)、ナイー
ブと 1 次メモリー(b)、ナイーブと 2 次メモリー(c)の順に高く、ナイーブと比べ
て 1 次メモリーと 2 次メモリーの特徴がより近いものであること、また、1 次メ
モリーと比べ、2 次メモリーはナイーブとの特徴がやや遠くなっていることを示
している。さらに、ナイーブ(e)、1 次メモリー(f)、2 次メモリー(g)のみに発現し
ている遺伝子は数%だった。 
 (a)における散布図(図 5)より、ナイーブと 1 次メモリーでは発現量が 100 倍以
上の差がある遺伝子は 11と少数だが、ナイーブと 2次メモリーでは発現量が 100
倍以上の差がある遺伝子数は 17 と増加している。発現量が 10 倍以上 100 倍以
下の差がある遺伝子数に関しても、ナイーブと 1 次メモリーでの 105 と比べ、
ナイーブと 2 次メモリーでは 194 と同様の増加傾向が見られた。 
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1 次メモリーと 2 次メモリーでは、発現量が 100 倍以上の差がある遺伝子は全く
存在せず、10 倍以上 100 倍以下の差がある遺伝子数が 74 と、ナイーブと 1 次メ
モリー、ナイーブと 2 次メモリーと比べてもより少ない遺伝子数しか発現量の
大きな差を示さなかった。ナイーブと 2 次メモリーでは発現量が大きく異なる
遺伝子数が多く、1 次メモリーと 2 次メモリーでは発現量が大きく異なる遺伝子
数が少ないという結果は、M-A plot により端的に示された。 
  
 
  
 
 
 
 
 
 
G. 類似度指数                   H. 順位相関係数 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
                                                             
 
図 5. ナイーブ、1 次メモリー、2 次メモリーCD8+ T 細胞全てにおいて発
現している遺伝子の分布 
図 4A における (a)の遺伝子のそれぞれの細胞間での散布図 (A)(B)(C)と MA 
plot(D)(E)(F)。ただし、M = log2(Yi) - log2(Xi)、A = (log2(Yi)+log2(Xi))/2。赤点は Yi / 
Xi >100、ピンク点は 100 > Yi / Xi >10、青点は 0.1 > Yi / Xi > 0.01、紺点は 0.01 > Yi 
/ Xi の発現量を示す遺伝子 ( Xi、Yi は細胞 X、Yにおける i 番目の遺伝子のそれ
ぞれの細胞における発現量) 。(G) 図 4A における(a)でのそれぞれの細胞間での類
似度指数と(H) 順位相関係数。N もしくは Naive はナイーブ、1°は 1 次メモリー、
2°は 2 次メモリーCD8+ T 細胞のことである。 
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 (a)における類似度指数は、ナイーブと 1 次メモリーが 0.328016、ナイーブと 2
次メモリーが 0.398173、1 次メモリーと 2 次メモリーが 0.865512 となり、全体
における類似度指数と数値はほとんど変わらず、同様に 1 次メモリーと 2 次メ
モリーで高い類似性を示した。(a)における順位相関係数は、ナイーブと 1 次メ
モリーが 0.932359、ナイーブと 2 次メモリーが 0.907034、1 次メモリーと 2 次メ
モリーが 0.944005 となり、全体における順位相関係数と数値はほとんど変わら
ず、いずれも+1 に近く、同等に強い正の相関関係があることを示した。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
  
 
   
 
 
 A.   1° > Naive                 B.  1° < Naive 
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 (a)における DNA メチル化の状態に関して、ナイーブより 1 次メモリーの方が
10 倍以上高く発現している遺伝子群(図 5A、D の赤点とピンク点)では、TSS よ
り 1000bp 上流から 1000bp 下流までの領域で、1 次メモリーで全体的にやや脱メ
チル化されている傾向が見られた。この遺伝子群には 2 次メモリーの方がナイ
    E.  1° < 2° 
 
    -100 ~ 100 bp 
     F.  1° > 2° 
 
    -1000 ~ 1000 bp 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
                                                             
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
                                                             
 
図 6. ナイーブ、1 次メモリー、2 次メモリーCD8+ T 細胞全てにおいて発
現している遺伝子で発現変動が大きかった遺伝子の DNA メチル化状態 
(A)ナイーブと 1次メモリーCD8+ T細胞を比較した図 5(A)(C)において、Yi / Xi >10
の発現量を示す遺伝子の、(B) 0.1 > Yi / Xi の発現量を示す遺伝子の各領域におけ
る全体的なメチル化状態。(C) ナイーブと 2 次メモリーCD8+ T 細胞を比較した図
5(B)(D)において、Yi / Xi >10 の発現量を示す遺伝子の、(D) 0.1 > Yi / Xi の発現量
を示す遺伝子の各領域における全体的な DNAメチル化状態。(E) 1 次メモリーと 2
次メモリーCD8+ T 細胞を比較した図 5(C)において、Yi / Xi >10 の発現量を示す遺
伝子の、(F) 0.1 > Yi / Xi の発現量を示す遺伝子の各領域における全体的なメチル化
状態。 Xi、Yi は細胞 X、Yにおける i 番目の遺伝子のそれぞれの細胞における発
現量を指す。TSS は Transcription start siteのことで、数値(bp)は TSS からの距離を
示す。Naiveはナイーブ(□)、1°は 1 次メモリー(▨))、2°は 2 次メモリー(■)CD8+ 
T 細胞における平均値。
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ーブと 1 次メモリーより発現量が低いものや高いものが混在していたが、全体
として 2 次メモリーではよりメチル化傾向があった。1 次メモリーよりナイーブ
の方が 10 倍以上高く発現している遺伝子群(図 5A、D の青点と紺点)でも、前者
と TSS より 1000bp 上流から 1000bp 下流までの領域で、1 次メモリーに全体的
に脱メチル化されている傾向が見られた。同様に、この遺伝子群にも 2 次メモ
リーの方がナイーブと 1 次メモリーより発現量が低いものや高いものも混在し
ていたが、全体として 2 次メモリーではナイーブよりやや脱メチル化傾向があ
り、1 次メモリーよりメチル化傾向があった。この結果により、ナイーブより 1
次メモリーの方が 10 倍以上高く発現している遺伝子群では、遺伝子発現が脱メ
チル化により正に制御されていることが示唆される。 
 ナイーブより 2 次メモリーの方が 10 倍以上高く発現している遺伝子群(図 5B、
E の赤点とピンク点)では、1000bp 上流から TSS までの領域で、2 次メモリーで
全体的に脱メチル化されている傾向が強く見られた。この遺伝子群には 1 次メ
モリーの方がナイーブと 2 次メモリーより発現量が低いものや高いものが混在
していたが、全体として 1 次メモリーではよりメチル化傾向があった。TSS よ
り 500bp 下流までの領域でも、2 次メモリーで全体的に脱メチル化されている傾
向が顕著に見られた。1 次メモリーでは全体としてナイーブと 2 次メモリーより
脱メチル化傾向があった。2 次メモリーよりナイーブの方が 10 倍以上高く発現
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している遺伝子群(図 5B、D の青点と紺点)では、TSS より 10000 から 1000bp ま
で上流の領域、1000bp 上流から TSS までの領域、TSS から 1000bp まで下流の
領域、TSS より 1000bp から 10000bp まで下流の領域のいずれにおいても 2 次メ
モリーで全体的にメチル化されている傾向が見られた。特に TSS より 1000bp 上
流から 1000bp 下流までの領域で、そのメチル化傾向はより顕著だった。同様に、
この遺伝子群には 1 次メモリーの方がナイーブと 2 次メモリーより発現量が低
いものや高いものが混在していた(1 次メモリーにおける発現量はナイーブより
高く、2 次メモリーより低い遺伝子がほとんどであった)が、いずれの領域にお
いても、1 次メモリーのメチル化傾向はナイーブと 2 次メモリーの間であり、ナ
イーブから 1 次メモリー、そして 2 次メモリーへと段階的なメチル化傾向の変
化が見られた。この結果により、これらの遺伝子群では、DNA メチル化により
遺伝子発現が負に制御され、脱メチル化により正に制御されていることが強く
示唆される。 
 1 次メモリーより 2 次メモリーの方が 10 倍以上高く発現している遺伝子群(図
5C、F のピンク点)では、TSS より 100bp 上流から 100bp 下流までの領域で、1
次メモリーで全体的に脱メチル化されている傾向が顕著に見られた。この遺伝
子群にはナイーブの方が 1 次メモリーと 2 次メモリーより発現量が低いものや
高いものが混在していたが、全体としてナイーブでは 1 次メモリーと 2 次メモ
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リーより脱メチル化傾向があった。2 次メモリーより 1 次メモリーの方が 10 倍
以上高く発現している遺伝子群(図 5C、F の青点)では、TSS より 1000bp 上流か
ら 1000bp 下流までの領域で、1 次メモリーで全体的に脱メチル化されている傾
向が顕著に見られた。同様に、この遺伝子群にはナイーブの方が 1 次メモリー
と 2 次メモリーより発現量が低いものや高いものが混在していたが、全体とし
てナイーブのメチル化傾向は 1 次メモリーと 2 次メモリーの間であった。この
結果により、これらの遺伝子群では、DNA メチル化により遺伝子発現が負に制
御され、脱メチル化により正に制御されていることが強く示唆される(図 6)。 
 次に、(b)(c)(d)に関して、散布図(図 7)より、ナイーブと 1 次メモリーのみ、ナ
イーブと 2 次メモリーのみ、1 次メモリーと 2 次メモリーのみに発現している遺
伝子の発現量はいずれも大きくなく、発現量が 100 倍以上の差がある遺伝子は
全く存在しなかった。発現量が 10 倍以上の差がある遺伝子数に関して、ナイー
ブと 1 次メモリーのみでの 16((b)の中の 3.34%)に比べ、ナイーブと 1 次メモリー
のみでは 5((c)の中の 1.548%)、1 次メモリーと 2 次メモリーのみでは 10((d)の中
の 1.718%)だった。また、ナイーブと 1 次メモリーのみ(b)、ナイーブと 1 次メモ
リーのみ(c)では 20 遺伝子がナイーブにおいてそれぞれ発現量が 10 倍以上大き
く、1 次メモリーと 2 次メモリーのみ(d)では 9 遺伝子が 2 次メモリーにおいて発
現量が 10 倍以上大きかった。さらに、M-A plot により、1 次メモリーと 2 次メ
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モリーのみ(d)に発現しているいくつかの遺伝子(i)(図 7F)は発現量が顕著に大き
いことが端的に示された。 
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 (b)(c)(d) における類似度指数は、ナイーブと 1 次メモリーのみ(b)が 0.462197、
ナイーブと 2 次メモリーのみ(c)が 0.506157、1 次メモリーと 2 次メモリーのみ(d)
が 0.745786 となり、数値は低くなったものの 1 次メモリーと 2 次メモリーで(d)
より高い類似性を示した。(b)(c)(d) における順位相関係数は、ナイーブと 1 次
メモリーのみ(b)が 0.352333、ナイーブと 2 次メモリーのみ(c)が 0.229595、1 次
メモリーと 2 次メモリーのみ(d)が 0.487162 といずれも低い数値を示したが、1
次メモリーと2次メモリーのみ(d)でより強い正の相関関係があることを示した。 
 
    
 
   
G. 類似度指数                    H. 順位相関係数 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
                                                             
 
図 7. ナイーブと 1 次メモリー、ナイーブと 2 次メモリー、1 次メモリーと
2 次メモリーのそれぞれ 2 グループのみに発現している遺伝子の分布 
図 4A における(b)(c)(d)の遺伝子のそれぞれの細胞間での散布図(A)(B)(C)と MA 
plot(D)(E)(F)。ただし、M = log2(Yi) - log2(Xi)、A = (log2(Yi)+log2(Xi))/2。(F)におい
て、(i)は赤線の A値＝5 以上の遺伝子を示す。ピンク点は Yi / Xi >10、青点は 0.1 > 
Yi / Xi の発現量を示す遺伝子 ( Xi、Yi は細胞 X、Yにおける i 番目の遺伝子のそ
れぞれの細胞における発現量) 。(G) 図 4A における(b)(c)(d)でのそれぞれの細胞
間での類似度指数と(H) 順位相関係数。Naiveはナイーブ、1°は 1 次メモリー、2°
は 2 次メモリーCD8+ T 細胞のことである。 
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 (ii) 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
                                                             
 
図 8. ナイーブ、もしくは 1 次メモリー、もしくは 2 次メモリーCD8+ T 細
胞のみに発現している遺伝子の発現 
図 4A における(e)(: A)と(f)(: B)と(g)(: C)の遺伝子の標準化後のタグ数。(A)の(ii)は
標準化タグ数が 10 以上の遺伝子。 
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 ナイーブのみ(e)、1 次メモリーのみ(f)、2 次メモリーのみ(g)に発現している遺
伝子に関して、その発現量はいずれも大きくなく、標準化後のそれぞれの総タ
グ数はナイーブのみ(e)では 1394、1 次メモリーのみ(f)では 1170、2 次メモリー
のみ(g)では 941 だったが、(e)における遺伝子数が最も少ないことから、(e)では
より大きい発現量を示す遺伝子が多く含まれていることを示す結果となった。
(e)(f)(g)において、標準化後のタグ数で 100 を超えるものは全く存在せず、ほと
んどのタグ数が一桁台だった。標準化後のタグ数が 10 を超える遺伝子数は、ナ
イーブのみ(e)では 10(図の(ii)((e)の中の 1.7699%)、1 次メモリーのみ(f)では 2((f)
の中の 0.2375%)、2 次メモリーのみ(g)では 5((g)の中の 0.7485%)だった。その中
でも、タグ数が 20 を超える遺伝子は、ナイーブのみ(e)に 6 遺伝子((e)の中の
1.0619%)だけ存在し、1 次メモリーのみ(f)、2 次メモリーのみ(g)には存在せず、
極めて少ない割合ではあるが、より大きい発現量の遺伝子がより多くの割合で
ナイーブに特異的に発現していた。 
 メモリー細胞により特異的な特徴を評価するため、上記のようにナイーブもし
くは 1 次メモリーと 2 次メモリーで全く発現していない遺伝子の中で発現量が
顕著に大きかった(i)(ii)の DNA メチル化を評価した。(i)の遺伝子群では、TSS よ
り 1000bp 上流までの領域で、ナイーブで全体的にメチル化傾向が非常に強く、
1次メモリーと2次メモリーで非常に大きく脱メチル化されていることが端的に 
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示された。この遺伝子群には 1 次メモリーの方が 2 次メモリーより発現量が低
いものや高いものが混在していたが、全体として 1 次メモリーではよりやや脱
メチル化傾向があった。TSS より 1000bp 下流までの領域でも、多少の程度の違
いはあるものの、同様の傾向が見られた。(ii)の遺伝子群では、1000bp 上流から
1000bp 下流までの領域で、ナイーブで全体的によりメチル化されていない傾向
が見られ、ナイーブと比較し、1 次メモリーと 2 次メモリーではほぼ同等にメチ
ル化されている傾向が顕著に見られた。この結果により、これらの遺伝子群で
図 9. 1 次メモリーと 2 次メモリーCD8+ T 細胞のみに発現している遺伝子
とナイーブ CD8+ T 細胞のみに発現している遺伝子の DNA メチル化状態 
(A)1次メモリーと2次メモリーCD8+ T細胞のみに発現している遺伝子の発現量を
比較した図 5(F)の(i)の遺伝子の各領域における全体的な DNA メチル化状態。(B)
ナイーブ CD8+ T 細胞のみに発現している遺伝子の中で、標準化後のタグ数が 10
を超える遺伝子(ii)の各領域における全体的な DNA メチル化状態。TSS は
Transcription start siteのことで、数値(bp)は TSS からの距離を示す。□はナイーブ、
▨は 1 次メモリー、■は 2 次メモリーCD8+ T 細胞における平均値。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
                                                             
              A. (i) 
 
    -1000 ~ TSS    TSS ~ 1000 bp 
       B. (ii) 
 
    -100 ~ 100 bp 
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は、DNA メチル化により遺伝子発現が負に制御され、脱メチル化により正に制
御されていることが非常に強く示唆される(図 9)。 
(a)において発現量の変動が大きかった遺伝子(表 2 A.~F.)に関しては、ナイー
ブと 2 次メモリーにおいて発現量の変動が大きかった遺伝子の中に、ナイーブ
から 1 次メモリー、そして 2 次メモリーへと段階的な発現量の変動を 2 倍以上
示した遺伝子がより多く含まれるということが端的に示された。1 次メモリーと
2 次メモリーにおいて発現量の変動が大きかった遺伝子の中には、ナイーブ、1
次メモリー、そして 2 次メモリーのそれぞれにおいて標準化タグ数が 100 以上
の発現量の大きい遺伝子は比較的少なかった。 
 (b)(c)(d) において発現量の変動が大きかった遺伝子(表 2 G.~L.)に関しては、(d)
の 1 次メモリーと 2 次メモリーに含まれる遺伝子を除き、(b)(c)のいずれにも標
準化タグ数が 100 以上の発現量の大きい遺伝子は存在しなかった。(b)では、ナ
イーブにおいて発現量の大きい遺伝子が比較的多く、(c)では、ナイーブと 2 次
メモリーのいずれもにおいて、全ての遺伝子の発現量が小さく、標準化タグ数
が 50 以上の遺伝子は存在しなかった。(d)では、ナイーブから 1 次メモリー、そ
して 2 次メモリーへと段階的な発現量の変動を比較的大きく示した遺伝子がよ
り多く含まれていた。 
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表 2. 感染暴露により発現量の変動が大きかった遺伝子                                    
 
 
B. 1° > Naïve (a) 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
                                                             
 
 
A. 1° < Naïve (a) 
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D.  2° < Naïve (a) 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
                                                             
 
C.  2° > Naïve (a) 
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F. 2° < 1° (a) 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
                                                             
 
E. 2° > 1° (a) 
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I.  2° > Naïve (c) 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
                                                             
 
H.  1° < Naïve (b) 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
                                                             
 
G.  1° > Naïve (b) 
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J.  2° < Naïve (c) 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
                                                             
 
K.  2° > 1°  (d) 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
                                                             
 
L.  2° < 1°  (d) 
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M.  Naïve (e) 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
                                                             
 
N.  1° (f) 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
                                                             
 
O.  2° (g) 
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4.3 既知の CTL メモリーに特徴的な遺伝子における DNA メチル化・脱メチル
化による遺伝子発現制御 
 それぞれの細胞集団に特異的な遺伝子発現制御や生物学的機能を共有する遺
伝子群を探索し、メモリーCTL の特徴を明らかにするため、GSEA (Gene set 
enrichment analysis) [82]によりナイーブと 1 次メモリーと 2 次メモリーの発現遺
伝子をそれぞれ比較した際の発現変動遺伝子群を評価した。ただし、GSEA に用
いる Dataset として、ナイーブと 1 次メモリーと 2 次メモリーのいずれもにおい
て発現量がごく微量の遺伝子では、発現変動がみられたとしても細胞集団全体
に与える影響は極めて低いと考えられるため、発現量の尺度となる標準化タグ
数が 3 細胞集団いずれもにおいて一桁台(<10)の遺伝子は除外した。合計 6141 遺
伝子が dataset に用いられた。また、Phenotype labels において、ナイーブと 1 次
メモリーの発現変動遺伝子を比較した「1°vs Naïve」では class A を 1 次メモリ
ー、class B をナイーブとし、ナイーブと 2 次メモリーの発現変動遺伝子を比較
した「2°vs Naïve」では class A を 2 次メモリー、class B をナイーブとし、1 次
メモリーと 2 次メモリーの発現変動遺伝子を比較した「2°vs Naïve」では class A
 (A)~(L). 図 4. (A)のベン図における(a)(b)(c)(d)で発現変動が大きかった遺伝子。赤
字はナイーブから 1 次、2 次へといずれも 2 倍以上段階的な発現量上昇を示した遺
伝子、青字は同様に 2 倍以上段階的な発現量低下を示した遺伝子。(M)~(O). (A)の
ベン図における(e)(f)(g)で発現量が大きかった遺伝子。 
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を 2 次メモリー、class B を 1 次メモリーとした。 
 まず、発現上昇を示す gene set の中で、「1°vs Naïve」、「2°vs Naïve」、「2°vs 1°」
の い ず れ も に お い て 、 感 染 暴 露 に 対 す る 免 疫 応 答 に 関 す る
「GOLDRATH_ANTIGEN_RESPONSE」の gene set が非常に高い NES で enrich
された。「1°vs Naïve」と「2°vs Naïve」では、正に enrich された gene set の中
で最も高い NES だった(表 3)。 
 この gene set が基づく研究[77]では、B6 マウス由来の OT-I T 細胞を B6 マウス
の宿主に養子移入し、宿主への VV-OVA 投与による感染の 6 日後にエフェクタ
ーT 細胞、50 日以上後にメモリーT 細胞をコンジェニックマーカーと CD8+で
sorting して、ナイーブ OT-I CD8+ T 細胞とともにそれぞれの細胞由来の RNA を
抽出し、マイクロアレイにより遺伝子発現を行った。そのうち、ナイーブ細胞
に対してエフェクター細胞で発現が増加した遺伝子発現プロファイルが
「GOLDRATH_ANTIGEN_RESPONSE」で、このエフェクター細胞で発現上昇し
た遺伝子を除いて、ナイーブ細胞に対してメモリー細胞で特異的に発現が増加
した遺伝子発現プロファイルが「GOLDRATH_IMMUNE_MEMORY」の gene set
である。後者の gene set も、「2°vs 1°」では enrich されなかったが、「1°vs Naïve」
と「2°vs Naïve」において、非常に高い NES で enrich された(表 3)。 
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「GOLDRATH_ANTIGEN_RESPONSE」では、多数の遺伝子が leading edge subset
として示されいるが、Gzma、Gzmb、Gzmk、Ifng、Prf1 などのサイトカインをは
じめ、多くの既知の CTL に特徴的な遺伝子が正の相関関係を示し、高い NES に
寄与した。また、これまで報告されているマイクロアレイのデータと比較し、
その変化の度合いが非常に大きいことも端的に示された。このことから、1 次メ
モリーと 2 次メモリーがいずれもエフェクター機能を十分保持していることが
強く示唆され、さらに繰り返し感染による 2 次メモリーの方が 1 次メモリーよ
りも高いエフェクター機能を保持していることが示唆された。DNA メチル化に
関して、Ifng では TSS より 40000bp 上流から 40000bp 下流までに渡る広範囲の
領域において、全体としてナイーブから 1 次メモリー、そして 2 次メモリーへ
図 10. 「GOLDRATH_ANTIGEN_RESPONSE」における遺伝子の発現量
の変化と DNA メチル化状態の変化 
GSEAにおける gene set、「GOLDRATH_ANTIGEN_RESPONSE」での「1°vs Naïve」
(A)、「2°vs Naïve」(B)、「2°vs 1°」(C)の plot。(D)特に発現量の増加傾向が顕著
だったサイトカインの発現量の変化。(E)Ifng の広い領域における全体的なメチル
化状態の変化。(F)Ifng 以外の CTL に特徴的なサイトカインの TSS に近い領域に
おける全体的なメチル化状態の変化。(G)Ifng の TSS より 33943bp 上流の位置で
のナイーブ、1 次メモリー、2 次メモリーCD8+ T 細胞の HpaII や MspI を用いた
MSCC に お け る read の UCSC genome browser に よ る 表 示 。 (H)
「GOLDRATH_ANTIGEN_RESPONSE」でナイーブから 1 次メモリー、そして 2
次メモリーCD8+ T 細胞へと段階的に発現量が増加した遺伝子全体の各領域にお
けるメチル化状態の変化。TSS は Transcription start siteのことで、数値(bp)は TSS
からの距離を示す。N もしくは Naive はナイーブ(□)、1°は 1 次メモリー(▨)、2°
は 2 次メモリー(■)CD8+ T 細胞のことで、棒グラフはそれぞれの平均値。 
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と段階的な脱メチル化傾向が顕著に見られた。図 10G にゲノム上の Ifng の TSS
より 33943bp 上流の領域においてナイーブから 1 次メモリー、そして 2 次メモ
リーへと段階的に脱メチル化されている典型例が示してあるが、それぞれの制
限酵素切断位置でのその段階的な脱メチル化傾向は一見すると看過されるよう
な非常に緩やかなものだった。Gzma、Gzmb、Gzmk、Gzmkm、Prf1 のサイトカ
インでも、TSS より 10000bp 上流から 10000bp 下流までの領域で、全体として
ナイーブから 1 次メモリー、そして 2 次メモリーへと段階的な脱メチル化傾向
が顕著に見られた。これらのサイトカインを含めてこの gene set の中でナイーブ
から 1 次メモリー、そして 2 次メモリーへと段階的に発現量が上昇した 62 遺伝
子でも、TSS より 10000bp から 1000bp まで上流の領域、1000bp 上流から TSS
までの領域、TSS より 1000bp から 10000bp まで下流の領域においてナイーブか
ら 1 次メモリー、そして 2 次メモリーへと段階的な脱メチル化傾向が見られた。
他と比較し、特に 2 次メモリーの脱メチル化が顕著だった。TSS から 1000bp ま
で下流の領域では、1 次メモリーと 2 次メモリーいずれもナイーブより脱メチル
化傾向が見られたが、1 次メモリーの方がより顕著だった。この結果により、こ
の遺伝子群(特に Ifng などのサイトカイン)では、DNA 脱メチル化により遺伝子
発現が正に制御されていることが強く示唆される。 
 
76 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 D. 
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図 11. 「GOLDRATH_IMMUNE_MEMORY」における遺伝子の発現量の
変化と DNA メチル化状態の変化 
GSEAにおける gene set、「GOLDRATH_IMMUNE_MEMORY」での「1°vs Naïve」
(A)、「2°vs Naïve」(B)の plot。(C)特に発現量の増加傾向が顕著だった遺伝子の発
現量の変化。(D)gene set に含まれる全遺伝子の TSS に近い領域における全体的な
メチル化状態の変化。TSS は Transcription start site のことで、数値(bp)は TSS から
の距離を示す。N もしくは Naiveはナイーブ(□)、1°は 1 次メモリー(▨)、2°は
2 次メモリー(■)CD8+ T 細胞のことで、棒グラフはそれぞれの平均値。 
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 また、「GOLDRATH_ANTIGEN_RESPONSE」では、負の相関関係を示す遺伝子
もいくつか存在したが、「GOLDRATH_IMMUNE_MEMORY」では、負の相関関
係を示す遺伝子はほとんどなく、ナイーブに対して 1 次メモリーと 2 次メモリ
ーがいずれも既知の「メモリーCD8+ T 細胞」に特徴的な遺伝子を持つことが示
された。この gene set に含まれる全ての遺伝子の DNA メチル化に関しては、TSS
より 1000bp 上流から 1000bp 下流までの領域で、全体として 1 次メモリーでは
脱メチル化されている傾向が見られたが、2 次メモリーではナイーブと 1 次メモ
リーよりメチル化傾向があった。この結果により、この遺伝子群では、DNA 脱
メチル化により遺伝子発現が正に制御されていることが示唆される。両 gene set
は、本研究とほぼ同じ方法による遺伝子発現プロファイル由来であることから、
事象の再現性を確認できる結果ともなった。この研究においては、ナイーブ OT-I 
CD8+ 細胞を、放射線照射によりリンパ球を減少させたマウスに養子移入し、6
日後にコンジェニックマーカーと CD8+で sorting した細胞から RNA を抽出し、
マイクロアレイにより遺伝子発現を行い、「恒常的な細胞増殖」に関わる遺伝子
を 探 索 し た が 、 そ の 際 の gene set
「GOLDRATH_HOMEOSTATIC_PROLIFERATION」は、「1°vs Naïve」、「2°vs 
Naïve」、「2°vs 1°」において全く enrich されなかった。 
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4.4 その他の免疫応答に重要な遺伝子における DNA メチル化・脱メチル化によ
る遺伝子発現制御 
 他にも、「1°vs Naïve」と「2°vs Naïve」において、「IMMUNE_RESPONSE」
や「DEFENSE_RESPONSE」などの gene set をはじめ、CTL の免疫応答に重要な
役割を果たすサイトカインやケモカインに関連した、KEGG、REACTOME、
BIOCARTA、Gene Ontology などのデータベースに基づいた gene set が多数 enrich
されたが、「2°vs 1°」において enrich された gene set は、「1°vs Naïve」や「2°
vs Naïve」と比べて明らかに少なかった(表 3)。 
 Tcmのマーカーでもある CCR7 は、抗原特異的なメモリーCD8+ T 細胞全体と
しては、繰り返し感染により発現量が減少傾向にあることが示された。DNA メ
チル化に関しては、TSS から 45000bp 下流までに渡る広範囲の領域において、
全体としてナイーブから 1 次メモリー、そして 2 次メモリーへと段階的なメチ
ル化傾向が非常に顕著に見られた。 
他の多くのケモカイン・ケモカインレセプターの発現量に関して、ナイーブに
対して 1 次メモリーと 2 次メモリーで顕著な増加傾向を示したが、1 次メモリー
に対して 2 次メモリーでは、そのほとんどが小さな増減傾向を示した。特に図
12 に示したケモカイン・ケモカインレセプターの DNA メチル化に関しては、
TSS より 10000bp 上流から 10000bp 下流までの領域で、全体としてナイーブか 
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ら 1 次メモリー、そして 2 次メモリーへと段階的な脱メチル化傾向に見られ、
その傾向はナイーブと比較し、1 次メモリーと 2 次メモリーで非常に顕著であっ
た。この結果により、これらのケモカイン・ケモカインレセプターでは、DNA
メチル化により遺伝子発現が負に制御され、脱メチル化により正に制御されて
いることが非常に強く示唆される。 
 サイトカインに関しては、「KEGG_CYTOKINE_CYTOKINE_RECEPTOR 
 
 
 
 
 TSS ~ 45000 bp 
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図 12. ケモカインケ・モカイン受容体における遺伝子の発現量の変化と DNA
メチル化状態の変化 
GSEAにおける gene set、「REACTOME_CHEMOKINE_RECEPTORS_BIND_ 
CHEMOKINES」と「KEGG_CHEMOKINE_SIGNALING_PATHWAY」での「1°vs 
Naïve」(A)(C)、「2°vs Naïve」(B)(D)の plot。(E)(F)特に発現量の増加傾向が顕著だっ
たケモカインとケモカイン受容体の発現量変化(E)とTSSに近い領域における全体的
なメチル化状態の変化(F)。(G)特に発現量の減少傾向が顕著だったケモカインとケモ
カイン受容体の発現量変化。(H)CCR7 の TSS からその下流 45000bp までの領域にお
ける全体的なメチル化状態の変化。TSS は Transcription start site のことで、数値(bp)
は TSS からの距離を示す。Nもしくは Naiveはナイーブ(□)、1°は 1次メモリー(▨)、
2°は 2 次メモリー(■)CD8+ T 細胞のことで、棒グラフはそれぞれの平均値。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
G.  
 
 
 
 
 
81 
 
_INTERACTION」や「CYTOKINE_ACTIVITY」などが高い NES を示したが、い
ずれの gene set も CCL5、CCL3 などの多くのケモカインを含んでおり、前述し
た Ifng を除き、ケモカインと比較し、概ねインターロイキンでは大きな発現量
の変化を示さなかった。インターロイキンレセプターに関しては、「メモリー
CD8+ T 細胞」に特徴的な Il7r などがナイーブから 1 次メモリー、そして 2 次メ
モリーへと段階的な発現量の増加傾向を示した。特に Il7r の DNA メチル化に関
しては、TSS より 52000bp 上流から 100000bp 下流までの領域で、全体としてナ
イーブから 1 次メモリー、そして 2 次メモリーへと段階的な脱メチル化傾向が
見られ、その傾向はナイーブと比較し、1 次メモリーと 2 次メモリーで非常に顕
著であった。Il2rb では、TSS から 34000bp 下流までの領域で、全体としてナイ
ーブから 1 次メモリー、そして 2 次メモリーへと段階的な脱メチル化傾向が顕
著に見られた(図 13)。 
 この結果により、これらのインターロイキンレセプターでは、DNA 脱メチル化
により正に制御されていることが強く示唆される。また、Il2r に関連して enrich
された gene set がいくつかあり、CTCL(cutaneous T cell lymphoma)由来の培養細
胞 ( ヒ ト ) を IL-2 で 刺 激 し た 際 に 発 現 上 昇 し た gene set の
「MARZEC_IL2_SIGNALING_UP」[86]では、「1°vs Naïve」、「2°vs Naïve」、「2°
vs 1°」において有意に enrich された。 
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 IL-15 のシグナルは IL-2 受容体 γc と β を共有するが、この文献では、CTCL 細
胞を IL-15 で刺激した際も IL-2 で刺激した場合と同様の遺伝子群が発現上昇し
たと報告している(ただし、「MARZEC_IL15_SIGNALING_UP」という gene set
は GSEA には存在しない)。この際、IL-2 や IL-15 で刺激した CTCL 細胞の細胞
増殖が促進されたことも示されている。 
 と こ ろ で 、 細 胞 増 殖 に 関 連 す る
「 POSITIVE_REGULATION_OF_CELL_PROLIFERATION 」 や
「T_CELL_PROLIFERATION」などの gene set は、正の相関関係を示して enrich
されたが、高い NES を示さなかった。 
 また、GSEA とは異なるアルゴリズムで発現量が大きく変動した遺伝子群の生
物学的な意義を理解するため、ナイーブと 1 次メモリー、ナイーブと 2 次メモ
リー、1 次メモリーと 2 次メモリーにおいて、2 倍以上発現量が変動した、もし
図 13. サイトカイン・サイトカイン受容体における遺伝子の発現量の変化と
DNA メチル化状態の変化 
GSEAにおける gene set、「KEGG_CYTOKINE_CYTOKINE_RECEPTOR_ 
INTERACTION」と「CYTOKINE_PRODUCTION」と「MARZEC_IL2_SIGNALING_UP」
での「1°vs Naïve」(A)(D)(G)、「2°vs Naïve」(B)(E)(H) 、「2°vs 1°」(C)(F)(I)の plot。
(ただし、「CYTOKINE_PRODUCTION」では、標準化タグ数が 3 細胞集団いずれも
において一桁台(<10)の遺伝子も含む。) (J)Il2rb と Il7r の発現量の変化。(K) Il7r の広
い領域における全体的なメチル化状態の変化。(L) Il2rb の TSS からその下流 34000bp
までの領域における全体的なメチル化状態の変化。TSS は Transcription start siteのこ
とで、数値(bp)は TSS からの距離を示す。N もしくは Naive はナイーブ(□)、1°は 1
次メモリー(▨)、2°は 2 次メモリー(■)CD8+ T 細胞のことで、棒グラフはそれぞれ
の平均値。 
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くは標準化タグ数が 0 から 2 以上に変動した遺伝子リストを作成し、DAVID 
bioinformatics resources における Functional Annotation Tools の Functional 
Annotation clustering を用いて、発現量が大きく変動した遺伝子群と相関性があ
るデータベース上の annotation termを検索した。ナイーブより 1 次メモリー、ナ
イーブより 2 次メモリー、1 次メモリーより 2 次メモリーで発現量が上昇した遺
伝子リストにおいて、多くの免疫応答に関連する Annotation term が高い相関性
を示した(表 4)。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
表 3. GSEA において高い NES を示した免疫応答に関連する gene set 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
                                                             
 
  A.  1° vs Naïve 
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   B.  2° vs Naïve 
 
 
   C.  2° vs 1°  
 
 
 
 
 
＊ 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
「1°vs Naïve」(A)、「2°vs Naïve」(B)、「2°vs 1°」(C)に関して、GSEAにおいて高い
NES を示した既知の免疫応答に関連する gene set。SIZE は gene set に含まれる遺伝子
数。＊は、標準化タグ数が 3 細胞集団いずれもにおいて一桁台(<10)の遺伝子も含む。 
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表 4. DAVID において高い相関性を示した免疫応答に関連する Annotation term 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
                                                             
 
  A.  1° > Naïve 
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  B.  2° > Naïve 
 
 
  C.  2° > 1° 
 
 
ナイーブと 1 次メモリー (「1° > Naïve」(A))、ナイーブと 2 次メモリー(「2° > Naïve」
(B))、1 次メモリーと 2 次メモリー(「2° > 1°」(C))において、2 倍以上発現量が変動
した、もしくは標準化タグ数が 0 から 2 以上に変動した遺伝子リストに関して、
DAVID において高い相関性を示した既知の免疫応答に関連する Annotation term。 
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4.5 メモリー細胞におけるRPs(リボソーマルプロテイン) のDNAメチル化によ
る遺伝子発現制御 
 発 現 抑 制 を 示 す gene set で は 、「 KEGG_RIBOSOME 」、
「MIPS_RIBOSOME_CYTOPLASMIC」(MIPS : RP 遺伝子に関するデータベース
RPG[87]に基づく gene set)、REACTOME や Gene Ontologyなどのデータベースに
基づいた RPs に関連した多数の gene set が、「1°vs Naïve」、「2°vs Naïve」、「2°
vs 1°」において高い NES で、さらに非常に有意性が高く enrich された(表 6)。 
 発現量を示す標準化されたタグ数においては、ナイーブから 1 次メモリー、
そして 2次メモリーへと分化が進んでいく際、発現している 84 のRPsの中では、
継続的に増加傾向を示す RP は全く存在しなかった(表 5)。そして、若干の非継
続的な発現変化は見られたが、どれか一つの RP が際立って大きな増加や減少を
示すことなく、全発現 RPs は全体として協調的に緩やかな減少傾向を示した。 
 いずれの RPs にも発現量の極端に異常な変化がないことから、繰り返し感染
による RPs の影響を評価するため、ナイーブ、1 次メモリー、そして 2 次メモリ
ーにおける PRs の平均発現量を調べたところ、繰り返し感染により着実に減少
してるが、その減少傾斜はよりなだらかになっていた(図 14)。 
 
 
90 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
    D.  
 
A.  1° vs Naïve 
 
 B.  2° vs Naïve 
 
C.  2° vs 1 
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表 5. ナイーブ、1 次メモリー、2 次メモリーCD8+ T 細胞に発現している
全 RPs の発現量の変化 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
                                                             
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図 14. ナイーブ、1 次メモリー、2 次メモリーCD8+ T 細胞に発現している
全 RPs の発現量の変化 
GSEAにおける gene set、「KEGG_RIBOSOME」での「1°vs Naïve」(A)、「2°vs 
Naïve」(B)、「2°vs 1°」(C)の plot。(D) ナイーブ、1 次メモリー、2 次メモリー
CD8+ T 細胞に発現している全 RPs の発現量の変化(●)。(●)は、それぞれの細胞
での全 RPs の平均発現量。N もしくは Naiveはナイーブ、1°は 1 次メモリー、2°
は 2 次メモリーCD8+ T 細胞のことである。 
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 そして、enrich された gene set が示すように(図 15)、1 次メモリーさらに 2 次
メモリー細胞に及ぼす機能的な影響として、細胞内のリボソームの構成、ペプ
チド鎖の伸長をはじめとした翻訳 (タンパクの合成過程 )、RNA の代謝や
NMD(Nonesense-mediated RNA decay)などが抑制的に制御されていることが強く
示唆される。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
   
   
A. STRUCTUAL_CONSTITUENT_OF_RIBOSOME 
 
      1° vs Naive              2° vs Naive                2° vs 1° 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
                                                             
 
B. MIPS_60S_RIBOSOMAL_SUBUNIT_CYTOPLASMIC 
 
      1° vs Naive              2° vs Naive                2° vs 1° 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
ナイーブ、1 次メモリー、2 次メモリーCD8+ T 細胞に発現している全 RPs の標準
化タグ数とその平均。 
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C. MIPS_RIBOSOME_CYTOPLASMIC 
 
      1° vs Naive              2° vs Naive                2° vs 1° 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
                                                             
 
D. REACTOME_SRP_DEPENDENT_COTRANSLATIONAL_PROTEIN 
_TARGETING_TO_MEMBRANE 
 
      1° vs Naive              2° vs Naive                2° vs 1° 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
                                                             
 
E. REACTOME_PEPTIDE_CHAIN_ELONGATION 
 
      1° vs Naive              2° vs Naive                2° vs 1° 
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F. REACTOME_METABOLISM_OF_RNA 
 
      1° vs Naive              2° vs Naive                2° vs 1° 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
                                                             
 
G. REACTOME_3_UTR_MEDIATED_TRANSLATIONAL_REGULATION 
 
      1° vs Naive              2° vs Naive                2° vs 1° 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
                                                             
 
H. REACTOME_TRANSLATION 
 
      1° vs Naive              2° vs Naive                2° vs 1° 
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表 6. GSEA において高い NES を示した RPs に関連する gene set 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
                                                             
 
  A.  1° vs Naïve 
 
 
    B.  2° vs Naïve 
 
 
図 15. GSEA において高い NES を示した RPs に関連する gene set 
(A)~(H)GSEAにおいて高い NES で enrich された RPs に関連する gene set。 
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 これらの RPs の DNA メチル化に関しては、100bp 上流から TSS までの領域、
TSS から 1000bp まで下流の領域では、ナイーブと比較し、全体として 2 次メモ
リーで顕著にメチル化傾向が見られた。1 次メモリーでも、100bp 上流から TSS
までの領域、TSS から 1000bp まで下流の領域では、ナイーブと比較し全体とし
て顕著にメチル化傾向が見られた。特に TSS より 100bp 上流から 1000bp 下流ま
での領域では、ナイーブから 1 次メモリー、そして 2 次メモリーへと段階的な
メチル化傾向が顕著に見られた。TSS より 100bp 上流から 1000bp 下流までの領
    C.  2° vs 1° 
 
 
「1°vs Naïve」(A)、「2°vs Naïve」(B)、「2°vs 1°」(C)に関して、GSEAにおいて
高い NES を示した RPs に関連する gene set。SIZE は gene set に含まれる遺伝子数。 
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域での段階的なメチル化傾向とは対照的に、TSS より 1000bp から 10000bp まで
下流の領域では、ナイーブから 1 次メモリー、そして 2 次メモリーへと段階的
な脱メチル化傾向が顕著に見られた。RPs は全長が短いものが多く、3’末端より
下流の領域が、TSS より 1000bp から 10000bp までの領域に含まれるものが多か
ったが、3’付近、特に 3’下流において高発現遺伝子では低発現遺伝子より顕著な
メチル化傾向を示すという現象が報告されているが、それと同様の結果が得ら
れた(図 16)。この結果により、これらの RPs では、DNA メチル化により遺伝子
発現が制御されていることが強く示唆される。また、図 16 に Rps27l のゲノム上
の TSS より 22bp 上流の領域においてナイーブから 1 次メモリー、そして 2 次メ
モリーへと段階的にメチル化されている典型例が示してあるが、それぞれの制
限酵素切断位置におけるその段階的なメチル化傾向は一見すると看過されるよ
うな非常に緩やかなものだった。TSS より 1000bp から 10000bp まで下流におけ
る各領域での段階的な脱メチル化傾向も同様に緩やかなものだった。 
また、DAVID bioinformatics resources による、発現量が大きく変動した遺伝子
群と相関性があるデータベース上の annotation termの検索に関しては、ナイーブ
より 1 次メモリー、ナイーブより 2 次メモリー、1 次メモリーより 2 次メモリー
で発現量が低下した遺伝子リストにおいて、多くの RPs に関連する Annotation 
termが高い相関性を示した(表 7)。 
98 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
  
-100 bp ~ TSS     TSS ~ 1000 bp    1000 ~ 10000 bp 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
                                                             
 
 A.    
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
                                                             
 
 
    
 B.    
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図 16. ナイーブ、1 次メモリー、2 次メモリーCD8+ T 細胞に発現している
全 RPs の DNA メチル化状態の変化 
 (A) ナイーブ、1 次メモリー、2 次メモリーCD8+ T 細胞に発現している全 RPs
の各領域における全体的なメチル化状態の変化。 (B) Rps27l における TSS より
22bp 上流の位置でのナイーブ、1 次メモリー、2 次メモリーCD8+ T 細胞の HpaII
や MspI を用いた MSCC における read の UCSC genome browser による表示。TSS
は Transcription start site のことで、数値(bp)は TSS からの距離を示す。N はナイー
ブ(□)、1°は 1 次メモリー(▨)、2°は 2 次メモリー(■)CD8+ T 細胞のことで、
棒グラフはそれぞれの平均値。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
                                                             
 
  B.  Naïve > 2°  
 
 
  A.  Naïve > 1°  
 
 
表 7. DAVID において高い相関性を示した RPs に関連する Annotation term 
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4.6 メモリー細胞における MRPs(Mitochondrial ribosomal proteins) の DNA メ
チル化による遺伝子発現制御 
 GSEA において高い NES を示した RPs に関連した gene set の中に、いくつかの
MRPs が含まれていたが、DAVID bioinformatics resources を用いても、ナイーブ
より 1 次メモリー、ナイーブより 2 次メモリー、1 次メモリーより 2 次メモリー
で発現量が低下した遺伝子リストにおいて、多くの MRPs に関連する Annotation 
termが高い相関性を示した(表 8)。 
 
 
 
  C. 1° > 2° 
 
 
ナイーブと 1 次メモリー (「Naïve > 1° 」(A))、ナイーブと 2 次メモリー(「Naïve > 2° 」
(B))、1 次メモリーと 2 次メモリー(「1° > 2°」(C))において、2 倍以上発現量が変動
した、もしくは標準化タグ数が 0 から 2 以上に変動した遺伝子リストに関して、
DAVID において高い相関性を示した既知の RPs に関連する Annotation term。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
                                                             
 
  A.  Naïve > 1°  
 
 
表 8. DAVID において高い相関性を示した MRPs に関連する Annotation term 
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 発現量を示す標準化されたタグ数においては、ナイーブから 1 次メモリー、
そして 2次メモリーへと分化が進んでいく際、発現している 77 のMRPsの中で、
2 つの MRPs を除き、継続的に増加傾向を示す MRP は存在しなかった。発現し
ている 77 の全 MRPs の中で、32 の MRPs が継続的に発現減少傾向を示した(表
  B.  Naïve > 2°  
 
  C. 1° > 2° 
 
 
ナイーブと 1 次メモリー (「Naïve > 1° 」(A))、ナイーブと 2 次メモリー(「Naïve > 2° 」
(B))、1 次メモリーと 2 次メモリー(「1° > 2°」(C))において、2 倍以上発現量が変動
した、もしくは標準化タグ数が 0 から 2 以上に変動した遺伝子リストに関して、
DAVID において高い相関性を示した既知の MRPs に関連する Annotation term。 
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9)が、RPs と同様に、どれか一つの MRP が際立って大きな増加や減少を示すこ
となく、全発現 MRPs は全体として協調的に緩やかな減少傾向を示した。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
表 9. ナイーブから、1 次メモリー、 
2 次メモリーCD8+ T 細胞へと継続的 
に発現量の上昇を示した 32 の MRPs 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
                                                             
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
                                                             
 
 
 
 
-300 bp ~ 300 bp     
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
                                                             
 
図 17. ナイーブから、1 次メモリー、2
次メモリーCD8+ T 細胞へと継続的に
発現量の上昇を示した 32 の MRPs の
DNA メチル化状態の変化 
ナイーブから、1 次メモリー、2 次メモリ
ーCD8+ T細胞へと継続的に発現量の上昇
を示した 32 の MRPs (表 9)の TSS より
300bp上流から 300bp下流までの領域にお
ける全体的なメチル化状態。数値(bp)は
TSS からの距離を示す。□はナイーブ(N)、
▨は 1 次メモリー(1°)、■は 2 次メモリー
(2°)CD8+ T 細胞のことで、棒グラフはそ
れぞれの平均値。 
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ナイーブから 1 次メモリー、そして 2 次メモリーへと継続的に発現減少傾向
を示した 32 の MRPs では、TSS より 300bp 上流から 300bp 下流までの比較的狭
い領域で、ナイーブから 1 次メモリー、そして 2 次メモリーへと段階的な DNA
メチル化傾向が若干見られた(図 17)。 
 
4.7 メモリー細胞の老化現象の DNA メチル化・脱メチル化による遺伝子発現制
御 
 RPs と MRPs が与える影響として、老化[88] [89]や寿命[90] [91] [92]の制御機構
が多数報告されているが、典型的なメモリー細胞が持つ特徴として「長期生存
能」に着目し、GSEA で enrich された gene set を検索したところ、「長期生存能」
とは対照的なアポトーシスや老化[93](図 18)に関連する多数の gene set が比較的
高い NES で enrich された(表 10)。 
 
 
 
 
 
 
表 10. GSEAにおいて比較的高いNESを示したアポトーシスや老化に関連する
gene set 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
＊ 
 
＊ 
＊ 
 
 
 
 
 
 
A.  1° vs Naïve 
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 C.  2° vs 1° 
 
B.  2° vs Naïve 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
                                                             
 
 
「1°vs Naïve」(A)、「2°vs Naïve」(B)、「2°vs 1°」(C)に関して、GSEAにおいて比
較的高い NES を示したアポトーシスや老化に関連する gene set。SIZE は gene set に含
まれる遺伝子数。＊は、標準化タグ数が 3 細胞集団いずれもにおいて一桁台(<10)の遺
伝子も含む。 
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DAVID bioinformatics resources を用いても、アポトーシスや老化に関連する多
数の Annotation termが比較的高い相関性を示した(Data not shown)。また、GO に
おける「senescence」の termに含まれる、既知の「老化」に特徴的ないくつかの
遺伝子においても、ナイーブから 1 次メモリー、そして 2 次メモリーへと継続
的に発現量の変動が見られた(表 11)。 
 
 
 
 
 
FRIDMAN_SENESCECE_UP 
      1° vs Naive              2° vs Naive                2° vs 1° 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
                                                             
 
   
図 18. GSEA での gene set、「FRIDMAN_SENESCENCE_UP」の plot 
GSEAにおいて、「1°vs Naïve」、「2°vs Naïve」、「2°vs 1°」の全てに比較的高い
NES を示した老化に関連する gene set「FRIDMAN_SENESCENCE_UP」[93]の plot。
(ただし、「1°vs Naïve」では、標準化タグ数が 3 細胞集団いずれもにおいて一桁台
(<10)の遺伝子も含む。) 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
                                                             
 
表 11. GO における senescence に関連する遺伝子 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
  A.  Trp53(p53)  
 
 
  B.  Hmga1  
 
 
 (A) Replicative senescence ( ; GO:0090399)、 
Oxidative stress-induced premature senescence  
(; GO:0090403)などに関連する遺伝子。(B) Positive 
regulation of cellular senescence (; GO:2000774)、
Oncogene-induced senescence (; GO:0090402) 、
Senescence-associated heterochromatin focus 
(; GO:0035985)などに関連する遺伝子。青字はナイ
ーブから 1 次、2 次へと段階的な発現量低下を示
した遺伝子。 
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 ところで、老化 CD8+ T 細胞は NK 細胞に特異的な遺伝子発現を獲得すること
が知られている[94] [95]が、「1°vs Naïve」、「2°vs Naïve」、「2°vs 1°」のいず
れもにおいて、「LI_INDUCED_T_TO_NATURAL_KILLER_UP」[96]の gene set
が enrich された。「1°vs Naïve」と「2°vs Naïve」では、発現上昇を示す gene set
の中で、「GOLDRATH_ANTIGEN_RESPONSE」の次に高いNESを示した(表 12)。
この gene set は、Bcl11b の cKO(コンディッショナルノックアウト)マウスにおい
て T 細胞への分化に拘束された T 細胞前駆体が NK様細胞(ITNK 細胞 : Induced 
T-to-NK cells)にリプログラミングされた際にこのT細胞前駆体に対して ITNK細
胞で発現上昇した遺伝子群であり、本研究と全く異なる実験系に基づいている。
この gene set が基づく研究では、ITNK 細胞の IL-2 による増殖能や、in vitro と in  
  C.   
 
 
 
 
 (C) Cellular senescence (; GO:0090398) 
(A cell aging process stimulated in response 
to cellular stress, whereby normal cells lose 
the ability to divide through irreversible cell 
cycle arrest.)に関連する遺伝子群。赤字は
ナイーブから 1 次、2 次へと段階的な発
現量上昇を示した遺伝子。 
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    D.  
 
A.  1° vs Naïve 
 
 B.  2° vs Naïve 
 
C.  2° vs 1 
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vivo での腫瘍細胞への細胞傷害性も示されている。 
 この gene set では、「GOLDRATH_ANTIGEN_RESPONSE」と同様に、多くの遺
伝子がナイーブより 1 次メモリーと 2 次メモリーでより高い発現量を示し、そ
表 12. GSEA における「LI_INDUCED_T_TO_NATURAL_KILLER_UP」と 
「GRABARCZYK_BCL11B_TARGETS_UP」の gene set 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
                                                             
 
    A.   
 
    B.   
 
 
 
図 19. 「LI_INDUCED_T_TO_NATURAL_KILLER_UP」における遺伝子
の発現量の変化 
GSEA における gene set、「LI_INDUCED_T_TO_NATURAL_KILLER_UP」で
の「1°vs Naïve」(A)、「2°vs Naïve」(B)、「2°vs 1°」(C)の plot。(D) ナイーブ
から 1 次メモリー、そして 2 次メモリーCD8+ T 細胞へと段階的に発現量が上昇
している遺伝子の発現量の変化 (● )。 (● )は、Bcl11b の発現量 (Bcl11b は
「LI_INDUCED_T_TO_NATURAL_KILLER_UP」の gene set に含まれていな
い)。N もしくは Naive はナイーブ、1°は 1 次メモリー、2°は 2 次メモリーCD8+ 
T 細胞のことである。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
                                                             
 
「 1° vs Naïve」、「 2° vs Naïve」、「 2° vs 1 °」における、 GSEA での
「LI_INDUCED_T_TO_NATURAL_KILLER_UP」(A)と「GRABARCZYK_BCL11B 
_TARGETS_UP」(B)の NES などのスコア。SIZE は gene set に含まれる遺伝子数。 
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の gene size(gene set に含まれる全遺伝子)の約 3 分の 1 において、ナイーブから 1
次メモリー、そして 2 次メモリーへと段階的に発現量が上昇した。また、Bcl11b
に関する gene set、「GRABARCZYK_BCL11B_TARGETS_UP」[97]が正に enrich
されたように、Bcl11b の発現量は決して継続的に減少することなく、顕著にそ
の発現を示していた(図 19)(表 13)。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
表 13. GSEA での「LI_INDUCED_T_TO_NATURAL_KILLER_UP」において、
顕著に段階的な発現上昇が見られた遺伝子と Bcl11b の発現量 
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 この gene set の中でナイーブから 1 次メモリー、そして 2 次メモリーへと段階
的に発現量が上昇した遺伝子の DNA メチル化に関して、TSS より 10000bp から
1000bp まで上流の領域、1000bp 上流から TSS までの領域、TSS より 1000bp 下
流までの領域、TSS より 1000bp から 10000bp まで下流の領域のいずれもにおい
て、ナイーブと比較し 1 次メモリーと 2 次メモリーで全体として脱メチル化傾
向が見られ、特に 2 次メモリーにおいてその傾向は顕著だった。TSS より 1000bp 
下流までの領域を除き、他の領域では全体としてナイーブから 1 次メモリー、
そして 2 次メモリーへと段階的な脱メチル化傾向が見られた。発現量が継続的
な変化を示さなかった Bcl11b の DNA メチル化に関して、TSS より 1000bp 上流
から 1000bp 下流までの領域で、ナイーブと比較し 1 次メモリーと 2 次メモリー
で全体として脱メチル化傾向が見られ、1 次メモリーの方が 2 次メモリーより脱
メチル化傾向はやや大きく、ナイーブから 1 次メモリー、そして 2 次メモリー
へと継続的な変化は見られなかった(図 20)。 
 
 
GSEAでの「LI_INDUCED_T_TO_NATURAL_KILLER_UP」において、ナイーブ
から 1 次メモリー、そして 2 次メモリーCD8+ T 細胞へと段階的に発現量が上昇して
いる遺伝子のナイーブ、1 次メモリー、2 次メモリーCD8+ T 細胞における標準化タ
グ数(黒字)。(赤字)は、Bcl11b の標準化タグ数。 
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 -1000bp ~ 1000bp 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
   
-10000bp ~ -1000bp  -1000 bp ~ TSS  TSS ~ 1000 bp  1000 ~ 10000 bp 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
                                                             
 
 A.    
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
                                                             
 
 
 B. Bcl11b 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
                                                             
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
                                                             
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
                                                            
 
図 20. GSEA での「LI_INDUCED_T_TO_NATURAL_KILLER_UP」におい
て、顕著に段階的な発現上昇が見られた遺伝子と Bcl11b の DNA メチル化
状態の変化
(A) GSEA での「LI_INDUCED_T_TO_NATURAL_KILLER_UP」において、ナ
イーブから 1 次メモリー、そして 2 次メモリーCD8+ T 細胞へと段階的に発現量が
上昇している遺伝子(表 7)の各領域における全体的なメチル化状態。(B)Bcl11b の
TSS に近い領域における全体的なメチル化状態の変化。TSS は Transcription start site
のことで、数値(bp)は TSS からの距離を示す。□はナイーブ(N)、▨は 1 次メモリ
ー(1°)、■は 2 次メモリー(2°)CD8+ T 細胞のことで、棒グラフはそれぞれの平均値。 
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表 14. GSEA での「LI_INDUCED_T_TO_NATURAL_KILLER_UP」におい
て、顕著に段階的な発現低下が見られた遺伝子の発現量の変化 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
                                                             
 
 
 
 
   A. 
 
 
 
 
 
 -1000bp ~ 1000bp 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 B.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
                                                             
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
GSEAでの「LI_INDUCED_T_TO_NATURAL 
_KILLER_UP」において、ナイーブから 1 次メ
モリー、そして 2 次メモリーCD8+ T 細胞へと段
階的に発現量が低下している遺伝子のナイーブ、
1 次メモリー、2 次メモリーCD8+ T 細胞における
標準化タグ数。 
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一方、この gene set において、ナイーブから 1 次メモリー、そして 2 次メモリー
へと段階的に発現量が減少した遺伝子もいくつか見られた(表 14)が、その減少勾
配は非常に緩やかなものだった。この gene set が基づくマイクロアレイの結果で
は、これらの遺伝子はいずれも 10 倍以下の発現上昇にとどまり、そのほとんど
が 2 倍程度の発現上昇だった。 
 これらの遺伝子の DNA メチル化に関しては、TSS より 1000bp 上流から 1000bp
下流までの領域で、ナイーブと比較し 1 次メモリーと 2 次メモリーで全体とし
てメチル化傾向が見られ、1 次メモリーの方が 2 次メモリーよりメチル化傾向は
大きく、ナイーブから 1 次メモリー、そして 2 次メモリーへと段階的な変化は
見られなかった(図 21)。この結果により、この遺伝子群の特にナイーブから 1
次メモリー、そして 2 次メモリーへと段階的に発現量が上昇した遺伝子では、
DNA 脱メチル化により遺伝子発現が正に制御されていることが強く示唆される。 
 
図 21. GSEA での「LI_INDUCED_T_TO_NATURAL_KILLER_UP」において、
顕著に段階的な発現低下が見られた遺伝子の発現量と DNA メチル化状態の
変化 
GSEAでの「LI_INDUCED_T_TO_NATURAL_KILLER_UP」において、ナイーブ
から 1 次メモリー、そして 2 次メモリーCD8+ T 細胞へと段階的に発現量が低下して
いる遺伝子の発現量の変化 (A)と TSS に近い領域における全体的なメチル化状態の
変化(B)。TSS は Transcription start site のことで、数値(bp)は TSS からの距離を示す。
N はナイーブ(□)、1°は 1 次メモリー(▨)、2°は 2 次メモリー(■)CD8+ T 細胞のこ
とで、棒グラフはそれぞれの平均値。 
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 さ ら に 、 デ ー タ ベ ー ス に 基 づ く gene set 、
「 KEGG_NATURAL_KILLER_CELL_MEDIATED_CYTOTOXICITY 」 が 正 に
enrich された(表 15)が、特に老化 T 細胞のマーカーとしても知られる Klrg1[98]
をはじめ、NK1.1(Klrb1c)や Nkg2d(Klrk1)などの多くの NK細胞受容体において、
ナイーブから 1 次メモリー、そして 2 次メモリーへと段階的に発現量が上昇し、
その DNA メチル化に関しても、TSS より 10000bp 上流から 10000bp 下流までの
領域で、全体としてナイーブから 1 次メモリー、そして 2 次メモリーへと段階
的な脱メチル化傾向が見られ、DNA 脱メチル化により遺伝子発現が正に制御さ
れていることが強く示唆された(図 22)。さらに、この gene set に Ifng が含まれて
いるように、「GOLDRATH_ANTIGEN_RESPONSE」における遺伝子と同様に、
それぞれの制限酵素切断位置におけるその段階的なメチル化傾向は一見すると
看過されるような非常に緩やかなものだった。また、CTL と NK 細胞のいずれ
表 15. GSEA における「KEGG_NATURAL_KILLER_CELL_MEDIATED 
_CYTOTOXICITY」の gene set 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
                                                             
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
                                                             
 
「 1° vs Naïve」、「 2° vs Naïve」、「 2 ° vs 1 °」における、 GSEA での
「KEGG_NATURAL_KILLER_CELL_MEDIATED_CYTOTOXICITY」の NES などの
スコア。SIZE は gene set に含まれる遺伝子数。 
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にも重要な役割を果たす転写因子 Tbx21 がこの gene set に含まれるが、同様にし
て発現量の上昇傾向を示し、TSS より 10000bp 下流までの広範囲の領域で、全
体としてナイーブから 1 次メモリー、そして 2 次メモリーへと段階的な脱メチ
ル化傾向が非常に顕著に見られ、DNA 脱メチル化により遺伝子発現が正に制御
されていることが強く示唆された(図 22)。 
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 以上の結果により、メモリー細胞は、老化 T 細胞の特徴でもある「NK 細胞に
特異的な遺伝子発現」を、エピジェネティックな制御に基づき、獲得していた
ことが強く示唆される。 
 
4.8 5’SAGE-Seq と MSCC の validation  
5’SAGE-Seq と MSCC の validation として、Ifng、Rps27l、Bcl11b、Klrg1、Tbx21
に関して、RT-qPCR による mRNA 量の再現性(図 23)と MS-qPCR による DNA
メチル化の再現性(図 24)を確認した。 
RT-qPCR に関しては、Ifng、Klrg1、Tbx21 において、ナイーブと比較し、1
次メモリーと 2 次メモリーで顕著な発現量上昇傾向が見られ、5’SAGE-Seq と同
様に、1 次メモリーより 2 次メモリーでさらに発現量の増加が見られた。逆に、
Rps27l では段階的な発現量の減少傾向が見られた。Bcl11b では、顕著な発現量
の減少傾向は見られず、ナイーブ、1 次メモリー、2 次メモリーのいずれもにお
図 22. NK 細胞受容体の発現量とメチル化状態の変化 
ナイーブから 1 次メモリー、そして 2 次メモリーCD8+ T 細胞へと段階的に発現量が
変化した NK 細胞受容体と Tbx21 の発現量の変化 (A)。(A)における NK 細胞受容体
の TSS に近い領域における全体的なメチル化状態の変化(B)。(C) Tbx21 の TSS から
その下流 10000bp までの領域における全体的なメチル化状態の変化。TSS は
Transcription start siteのことで、数値(bp)は TSS からの距離を示す。N もしくは Naive
はナイーブ(□)、1°は 1 次メモリー(▨)、2°は 2次メモリー(■)CD8+ T 細胞のこと
で、棒グラフはそれぞれの平均値。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
                                                             
 
117 
 
いて顕著にその発現を示していた。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
A. Ifng 
 
B. Rps27l 
 
C. Bcl11b 
 
D. Klrg1 
 
E. Tbx21 
 
図 23. qPCR による 5’SAGE-Seq の validation 
ナイーブ、1次メモリー、そして 2次メモリーCD8+ T細胞における Ifng(A)、Rps27l(B)、
Bcl11b(C)、Klrg1(D)、Tbx21(E)の mRNA の RT-qPCR の解析。それぞれの遺伝子の発
現量は、internal gene の Gapdhの発現量に対して標準化された。さらに、結果の棒グ
ラフはナイーブでの発現量との比較により得られた 1 次メモリー(▨)、2 次メモリー
(■)CD8+ T細胞における発現量である。1°は 1次メモリー、2°は 2次メモリーCD8+ 
T 細胞のこと。グラフは 2 回の独立した実験の典型例。 
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A. Ifng 
 
(A region including HpaII site)  
 
B. Ifng 
 
(A promoter region) 
 
 
C. Rps27l 
 
 
(HpaII site within CpG island) 
 
D. Bcl11b 
 
(HpaII site within CpG island) 
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E. Klrg1 
 
(A region including HpaII site)  
 
F. Klrg1 
 
(A promoter region) 
 
 
G. Tbx21 
 
(HpaII site within CpG island) 
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MS-qPCR に関しては、Ifng、Klrg1、Tbx21 において、MSCC と同様に、ナイ
ーブから 1 次メモリー、2 次メモリーへと段階的な DNA 脱メチル化傾向が見ら
れた。特に、Klrg1 においてはその DNA 脱メチル化傾向が顕著で、ナイーブに
おいて、DNA 非メチル化特異的な primer set では全く増幅されないほど DNA メ
チル化が顕著な領域がプロモーター領域に存在した(図 24. I.)。逆に、Rps27l に
おいては、ナイーブから 1 次メモリー、2 次メモリーへと段階的な DNA.メチル
化傾向が見られた。Bcl11b では、ナイーブ、1 次メモリー、2 次メモリーにおい
て顕著な DNA メチル化状態の変化は示さず、そのいずれもにおいて、DNA メ
チル化傾向(Unmethylation index < 1)は決して示さず、若干の DNA 脱メチル化傾
図 24. MS-qPCR による MSCC の validation 
ナイーブ、1 次メモリー、そして 2 次メモリーCD8+ T 細胞における Ifng(A)(B)、
Rps27l(C)、Bcl11b(D)、Klrg1(E)(F)(H)(I)、Tbx21(G)の DNA メチル化の MS-qPCR の
解析。(A)は Ifng の TSS より 33943bp 上流の、(C)は Rps27l の TSS より 22bp 上流の、
(D)は Bcl11b の TSS の 627bp 下流の、(E)は Klrg1 の TSS より 9877bp 上流の、(G)は
Tbx21の TSS より 400bp 下流の HpaIIサイトを含む領域の DNAメチル化状態の変化
を示す。(B)は Ifngの、(F)は Klrg1 の TSS より下流 500bp 以内のプロモーター領域内
の領域の DNAメチル化状態の変化を示す。(C)(D)(G)は CpG island 内の HpaII サイト
を含む領域の DNA メチル化状態の変化を示す。また、Klrg1 のプロモーター領域の
MS-qPCR の解析に関して、(H)は DNAメチル化特異的な primer set、(I)は DNA 非メ
チル化特異的な primer set を用いた際のナイーブ(黒)、1 次メモリー(青)、2 次メモリ
ー(赤)CD8+ T 細胞における増幅曲線。N もしくは Naive はナイーブ(□)、1°は 1 次
メモリー(▨)、2°は 2 次メモリー(■)CD8+ T 細胞のことで、棒グラフはそれぞれの
DNA非メチル化の割合。グラフは 2 回の独立した実験の典型例(平均と s.e.m.)。＊P 
< 0.05、** P < 0.005 (One-way Anova)。 
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向を示し(Unmethylation index > 1)、ナイーブ、1 次メモリー、2 次メモリーのい
ずれもにおいて顕著にその発現を示していた RT-qPCR の結果と相関しうること
を示唆する結果となった。 
 以上より、Ifng、Rps27l、Bcl11b、Klrg1、Tbx21 に関して、いずれも 5’SAGE-Seq
と MSCC の相関性と同様にして、RT-qPCR による mRNA 量の変化と MS-qPCR
による DNA メチル化状態の変化の相関性が確認された。 
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5. 考察 
 
 本研究では、繰り返し免疫における CTL メモリーの樹立・維持・老化の基盤を
なすと想定されるDNAメチル化変動に基づく遺伝子発現制御について解明する
ことを目的とした。繰り返し免疫に伴う CD8+ T 細胞における遺伝子発現プロフ
ァイルとしては、マイクロアレイによる報告があったが、より正確でより定量
的なデータが得られる NGS による報告がないことから、当教室で開発された 5’ 
SAGE-Seq による解析データを用いた。さらに、これまでに報告されていない繰
り返し免疫に伴う CD8+ T 細胞における DNA メチル化状態の変化を解析するた
め、当教室では、MSCC によりゲノムワイドに DNA メチル化状態を解析してい
るという背景から、本研究においては、MSCC により繰り返し免疫に伴う CD8+ 
T 細胞における DNA メチル化状態を解析することにした。NGS において、メチ
ロームとトランスクリプトーム解析のためにすでに確立された方法、MSCC と
5’SAGE-Seq を用いて評価したが、両方とも read の count を DNA メチル化や遺
伝子発現量の指標とするという簡略な解析に基づき、いずれも文献通り[31] [31, 
64]、比較的低コストで正確な結果を導き出すことができた。本研究での MSCC
での参照ゲノムに unique match した各サンプルの総 read 数に関して、最も少な
いものは 114.5 万であったが、MSCC の開発グループによると、ヒトゲノム上の
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約 230 万の HpaII site に対して、解析には約 230 万ほどの総 read 数で十分と説明
している[64]ので、マウスゲノム上の約 120 万ほどの HpaII site に対して、解析
には約120万ほどの総 read数で十分と考えられる。MSCCのvalidationとしては、
別のライブラリーを用いた NGS による再評価が最適だが、コスト面での限界か
ら実施は困難であった。そこで、validation として、5'SAGE-Seq に対しては
RT-qPCR により mRNA 量、MSCC に対しては MS-qPCR により DNA メチル化状
態を、本研究において重要な遺伝子について検証したところ、その再現性を確
認することができ、さらにその相関性も確認することができた。この結果から、
5'SAGE-Seq と MSCC により得られた結果の高い信頼性が強く示唆された。 
 メチロームとトランスクリプトームのヒートマップでは、全般的にナイーブ
から 1 次メモリー、そして 2 次メモリーへと段階的に変化していく領域、遺伝
子が多いということが発見され、繰り返し感染によるエピジェネティックな転
写制御が概ね段階的なものだったことが示唆される。5’SAGE-Seq では、一貫し
て総タグ数を統一するという RPM(Read Per Million)と類似した一般的な標準化
を用いたが、MSCC では、一般的な DNA メチル化解析における標準化である、
M / (M + U) (M はメチル化を示すシグナル、U は非メチル化を示すシグナル) [63]
を用いず、多くの場合で DNA メチル化が遺伝子発現を抑制しうるという事象に
基づき、遺伝子発現解析との混同を避けるため、本研究では、独自の方法とし
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て、U / (M + U) を DNA 非メチル化の指標として、限局的な領域における DNA
メチル化解析を行った。さらに、異なる遺伝子の異なる領域は比較せず、同遺
伝子の同領域を比較するという点で、それぞれの制限酵素切断位置における
「HpaII count / MspI count + HpaII count」という簡略な指標によって、正確にメ
チル化状態を評価することができると考えられる。この標準化を用いて、ナイ
ーブ、1 次メモリー、2 次メモリーのそれぞれを比較した結果、ほとんどの領域
で各細胞の遺伝子発現が DNA メチル化・脱メチル化により制御されている可能
性を示すことができた。遺伝子発現に影響を及ぼすプロモーター領域の多くが
TSS より近傍の上流に見つかっているが、エンハンサー領域は TSS より数 10kbp
上流の領域や TSS の下流にも存在しうることから、TSS を中心にその上下流の
メチル化状態の相違を評価することは非常に意義深い(Hela細胞での遺伝子発現
に関連して、エンハンサー領域が TSS より 200kbp 上流から 200kbp 下流にも及
びうることが報告されている。[99])。例えば、マウスの Ifng では、CD4 サブセ
ットで TSSより 50kbp上流から 50kbp下流にわたりDNAメチル化状態の変化が
示され、その遠く離れた各領域の NK細胞と CD8+細胞でのエンハンサー活性が
報告されているが[100]、本研究でも、同様に広域にわたって DNA 脱メチル化が
見られたことから、TSS より数 10kbp 以上遠く離れた領域が脱メチル化により
エンハンサー活性を示し、1 次メモリー、さらに 2 次メモリーCD8+ T 細胞での
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Ifng 発現量上昇傾向と関与していることが強く示唆される。 
 ナイーブ、1 次メモリー、2 次メモリーCD8+ T 細胞全てにおいて発現している
遺伝子群においても、概ね転写促進と DNA 脱メチル化、転写抑制と DNA メチ
ル化の相関性が示された。「1°vs Naïve」において、1 次メモリーよりナイーブ
の方が 10 倍以上高く発現している遺伝子群では、転写抑制と DNA メチル化の
相関性が示されなかったが、2 次メモリーの方がナイーブと 1 次メモリーより発
現量が低いものも混在しているため、本来のメモリー細胞に特異的に発現が変
動することがない「偽陽性」のような遺伝子がその遺伝子群に含まれている可
能性がある。2 度の感染実験を経た 2 次メモリーとナイーブの比較である「2°
vs Naïve」においては、そのような「偽陽性」の遺伝子が減り、転写促進と DNA
脱メチル化、転写抑制とDNAメチル化の相関性が明確に示された可能性が高い。
ナイーブと 2 次メモリーにおいて発現量の変動が大きかった遺伝子の中に、ナ
イーブから 1 次メモリー、そして 2 次メモリーへと段階的な発現量の変動を 2
倍以上示した遺伝子がより多く含まれるということからもその可能性が強く示
唆される。2 次メモリーよりナイーブの方が 10 倍以上高く発現している遺伝子
群では、広範囲の領域でナイーブから 1 次メモリー、そして 2 次メモリーへと
段階的なメチル化傾向の変化が発見されたことから、「偽陽性」の遺伝子が非常
に少ないと考えられる。特にプロモーター領域が多く含まれると考えられる
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1000bp 上流から TSS までの領域で、転写促進と DNA 脱メチル化、転写抑制と
DNA メチル化の相関性が顕著に示されたことは、エピジェネティックな遺伝子
発現制御という観点から非常に意義深い。また、散布図、類似度指数、順位相
関係数から、相違が非常に小さいと考えられる 2 次メモリーと 1 次メモリーの
比較である「2°vs 1°」においても、転写促進と DNA 脱メチル化、転写抑制と
DNA メチル化の相関性が示されたことは非常に興味深い。繰り返し感染による
遺伝子発現がDNAメチル化というエピジェネティックな制御を綿密にうけてい
ることの証拠となるだろう。 
 ナイーブ、1 次メモリー、2 次メモリーCD8+ T 細胞全てにおいて発現している
遺伝子以外の遺伝子では、ナイーブには発現していなくて 1 次メモリーと 2 次
メモリーのみに発現しているいくつかの遺伝子の発現量が顕著に大きく、1 次メ
モリーと 2 次メモリーには全く発現していなくてナイーブのみに発現している
いくつかの遺伝子の発現量が顕著に大きいことから、両者の DNA メチル化の状
態を調べたところ、全く発現していない場合は顕著に DNA メチル化されている
ということが発見され、それぞれの細胞における遺伝子発現の有無が DNA メチ
ル化・脱メチル化により厳密に制御されていると考えられる。 
 本研究では、DNA メチル化状態の評価対象とする発現量変動遺伝子群を GSEA
により解析したところ、ダイナミックレンジの大きさにより、高い NES を示す
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多数の gene set が得られた。既知の CTL メモリーに特徴的な遺伝子に関して、
「GOLDRATH_ANTIGEN_RESPONSE」が非常に高い NES で enrich され、その
発現量上昇が見られた多くの遺伝子がDNA脱メチル化を示したことが発見され
たことから、1 次メモリーと 2 次メモリーはともにエフェクター機能を十分保持
し、それがエピジェネティックな修飾により転写制御されていることが示唆さ
れ る 。 既 知 の メ モ リ ー 細 胞 の gene set で も あ る
「GOLDRATH_IMMUNE_MEMORY」が、ナイーブに対する 1 次メモリーと 2
次メモリーにおいて高い NES で enrich されたにも関わらず、1 次メモリーに対
する 2 次メモリーで全く enrich されなかったことから、この遺伝子群には繰り
返し感染により発現量が大きく変動するものはあまり含まれていないと考えら
れる。1 次メモリーでは転写促進と DNA 脱メチル化の相関性が見られたが、2
次メモリーでは 1 次メモリーだけでなくナイーブよりもメチル化傾向が見られ
たことから、図で示されているように「1°vs Naïve」より「2°vs Naïve」の方
が若干多い負の相関関係を示す遺伝子が 2 次メモリーにおける全体としての
DNA メ チ ル 化 傾 向 に 影 響 を 与 え て い る と 考 え ら れ る 。 ま た 、
「GOLDRATH_ANTIGEN_RESPONSE」の gene set が由来するマイクロアレイの
結果において、数 10 倍以上の発現上昇した遺伝子が多数あったのに対して、
「GOLDRATH_IMMUNE_MEMORY」の遺伝子群は、全てが 4 倍以下の発現上
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昇にとどまっていたことからも、メモリー細胞に特異的な遺伝子であるかもし
れないが、繰り返し感染によりメモリーが樹立・維持する「免疫記憶」の特徴
をなすことを説明することは困難である。 
 既知の CTL に特徴的な Gzma、Gzmb、Gzmk、Ifng、Prf1 などのサイトカイン
に加え、ケモカイン・ケモカインレセプターでも非常に顕著な発現量上昇と DNA
脱メチル化傾向を示した。また、Tcm のマーカーでもある CCR7 では、ナイー
ブから 1 次メモリー、そして 2 次メモリーへと段階的に広範囲の領域での全体
的な DNA メチル化傾向があり、この DNA メチル化により転写抑制が厳密に制
御されていることが強く示唆される。Wirth らの報告[25]と同様に、本研究での
メモリー細胞が Tcmと Temを含んだヘテロジニアスな集団であるという観点か
ら、全体としては Tcm の方が集団の割合が多く、全集団における寿命にも影響
していると考えられる。さらに、概して、限局的な領域では全体として顕著な
DNA メチル化・DNA 脱メチル化傾向を示した一方、それぞれの制限酵素切断位
置においては顕著な DNA メチル化・DNA 脱メチル化は見られず、そのほとん
どが非常に緩やかなものだったことも発見された。わずかな DNA メチル化・
DNA 脱メチル化で転写活性が大きく変動するプロモーター・エンハンサー領域
が含まれていたかもしれないが、繰り返し感染により発現量が著しく増加した
Ifng さえも顕著な脱メチル化を示す位置が発見されなかったことから、メモリー
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細胞の特徴として、このように緩やかな DNA メチル化・DNA 脱メチル化を示
す位置の数が増え、領域全体として DNA メチル化・DNA 脱メチル化傾向が顕
著となり、転写活性の減少や上昇を顕著にしている可能性がある。以上より、
生体防御機構の観点から、「メモリーCD8+ T 細胞」において、免疫反応におけ
るサイトカイン産生や、病原体の侵入を免疫組織に伝搬する際のリンパ球の動
態制御に深く関与する各ケモカインの高い産生能、さらに細胞遊走活性の選択
的な亢進などの特徴を示す分子基盤がエピジェネティックに厳密な制御をうけ
ている遺伝子発現に基づいていることが示唆される。 
また、GSEA とは異なるアルゴリズムを持つ DAVID bioinformatics resources を
用いても多くの免疫応答に関連する Annotation term が高い相関性を示したこと
で、GSEA で確認された 1 次メモリーと 2 次メモリーの免疫応答における役割が
再確認された。 
 発現抑制を示す gene set では、多数の RPs 関連のものが enrich されたが、過去
の文献[25]においても示さていた繰り返し感染による RPs の発現量低下に関し
て、本研究においては、発現している全 84 RPs の中で継続的に遺伝子発現の増
加傾向を示す RP が全く存在しなかったことが発見されたことは非常に意義深
い。DNA メチル化に関して発見されたことは、概ね、ナイーブと比較し、1 次
メモリーと 2 次メモリーで TSS 近傍ではメチル化傾向が顕著に見られたこと、
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さらに 3’末端より下流を多く含む領域では、「高発現遺伝子では低発現遺伝子よ
り顕著なメチル化傾向を示すという現象」[64]が見られたことであり、その発現
量の変動に影響を及ぼしていることが示唆される。また、上述したメモリー細
胞の特徴のように、それぞれの制限酵素切断位置においては顕著な DNA メチル
化・DNA 脱メチル化は見られなかったことも発見され、緩やかな DNA メチル
化・DNA 脱メチル化を示す位置の数が増えたことが考えられる。このようにし
て、全体として協調的に転写抑制傾向を示し、エピジェネティックに制御され
ていた可能性があることからも、決して機能的に異常をきたしているのではな
く、調和的なコントロールのもとで機能抑制が正常に制御されていると考えら
れる。このように制御機構が協調的である点は RPs の特徴でもある[101]。また、
ヒトの RPL7 が老化線維芽細胞で顕著に発現抑制された遺伝子として同定され
たこと[89]や、様々な RPs を欠失させることで酵母や C. elegans の寿命が延びた
こと[91]が報告されているように、RPs は「aging」に深く関わっていると考えら
れている。本研究では、ナイーブ、1 次メモリー、そして 2 次メモリーにおける
PRs の平均発現量の減少傾斜がよりなだらかになっていったことから全 RPs の
発現がさらなる繰り返し感染後も存続していくだろうと考えられるが、メモリ
ー細胞において、全発現 RPs が協調的に一定の割合だけ発現抑制されるという
原因、機序やその効果については知られていない。だが、本研究によりこの発
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現抑制機構の分子基盤としてDNAメチル化が深く関与していることが示唆され
た。繰り返し感染によりメモリーCD8+T 細胞が樹立・維持する「免疫記憶」の
特徴を理解する上で、この現象の解明は最も重要な点の一つであるだう。また、
DAVID bioinformatics resources の結果から、繰り返し感染により MRPs も発現抑
制されていることが発見されたが、RPs ほど顕著ではなかったが、RPs と類似し
た傾向が見られた MRPs もメモリー細胞における「aging」と深く関わっている
ことが示唆され、その機序の解明も重要であると考えられる。 
 さらに、GSEA では、典型的なメモリー細胞が持つ特徴の「長期生存能」とは
対照的なアポトーシスや老化に関連する gene set が比較的高い NES を示したの
は興味深い。生体防御機構の観点から、アポトーシスや老化は細胞にとって不
可欠な現象であり、例えば、発癌における細胞の不死化とは、老化を免れ、無
限の寿命を獲得することが重要な過程となっていると考えられている[93]が、こ
のメモリー細胞においても、アポトーシスや老化の特徴を備えることで、「長期
生存能」が決して不死化に至らないよう制御されていると考えられる。そして、
この制御機構は、複製エラーによる DNA 変異の誘発により不死化が導かれうる
という観点からも、繰り返し感染を受けたメモリー細胞において、個々の CpG
における DNA メチル化・DNA 脱メチル化傾向が緩やかであることや、協調的
な全PRsの発現量の緩やかな減少と密接に関係しているかもしれない。さらに、 
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GSEA 検索の結果から、老化と深く関与する Cell cycle や p53 に関連する gene set
が多く正に enrich されたことから、これらの遺伝子群も、老化の分子基盤とし
ての役割を担っていることが示唆される。 
 老化によるメモリー細胞における CTL の免疫記憶の制御という観点から、老化
T 細胞が持つ NK 細胞に特異的な遺伝子発現の獲得という特徴をメモリーCD8+ 
T 細 胞 も 持 っ て い た こ と は 非 常 に 意 義 深 い 。
「LI_INDUCED_T_TO_NATURAL_KILLER_UP」の gene set が非常に高い NES
を示しながらも、Bcl11b の発現が着実に維持されていたことで、CD8+ T 細胞の
アイデンティティーを失うことなく[102]、NK 細胞に特異的な遺伝子発現の獲得
を果たしていると考えられる。そして、これらの遺伝子の発現量の変化と DNA
メチル化状態が相関性を示したことで、その発現がエピジェネティックな制御
による可能性が強く示唆される。特に、MS-qPCR の結果より、Klrg1 のプロモ
ーター領域で非常に強くDNAメチル化されている領域が存在していることが発
見されたことから、NK 細胞に特異的な遺伝子発現のエピジェネティックな制御
の程度が非常に強いものであることが示唆される。 
また、老化 T 細胞のマーカーとしても知られる Klrg1 がウイルス感染により発
現量が上昇したという報告[103]や、別の NK 細胞受容体においても、ウイルス
感染後に、NK細胞受容体を発現した NK 細胞様 CD8+ T 細胞が少ない割合で出
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現し、そのウイルス特異的な CTL の活性が示されていること[104]、さらに NK
細胞とエフェクターCD8+ T 細胞が NK細胞受容体を含む多くの共通遺伝子を発
現していること[105]などは、T 細胞における NK 細胞に特異的な遺伝子のエフ
ェクター機能とも強く関連しているだろう。また、NK 細胞受容体は、CD8+ T
細胞のエフェクター機能の活性化だけでなく、アポトーシスに抵抗して免疫恒
常性を確立し、CTL メモリーの樹立・維持に関与しているとも考えられている
[95]。そして、これらの NK 細胞受容体においても発現量上昇と DNA 脱メチル
化傾向が発見されたことより、NK 細胞受容体の発現変動もエピジェネティック
な 制 御 が 働 い て い る と 考 え ら れ る 。 こ の NK 細 胞 受 容 体 や
「LI_INDUCED_T_TO_NATURAL_KILLER_UP」の gene set の中で、ナイーブか
ら 1 次メモリー、そして 2 次メモリーへと段階的に発現が上昇している遺伝子
においても、個々の CpG における DNA メチル化・DNA 脱メチル化傾向が緩や
かだったことから、このような NK 細胞に特異的な遺伝子によるエフェクター
機能も上述の制御機構に従っていると考えられる。以上より、老化 CD8+ T 細胞
に特徴的な「NK 細胞に特異的な遺伝子」の獲得の分子基盤が DNA 脱メチル化
というエピジェネティックな制御に基づくことが強く示唆された。今後、この
ような DNA 脱メチル化により、どのようにして「NK 細胞に特異的な遺伝子」
が老化 CD8+ T 細胞に特徴的なものとなり得たのかということを解明すること
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が、老化に伴うエフェクター機能を理解する上でも、非常に重要であるだろう。 
以上のように、メモリー細胞において、aging と関連深い RPs の発現量低下と
DNA メチル化傾向、さらに老化 T 細胞に特徴的な「NK 細胞に特異的な遺伝子」
の発現量上昇と DNA 脱メチル化傾向が発見されたことより、繰り返し感染によ
りメモリー細胞が持ち得た「老化現象」の分子基盤が DNA メチル化・脱メチル
化により厳密に制御されていることが強く示唆された。新規性という観点から、
繰り返し免疫に伴う「現象」として、「老化現象」に関連する遺伝子群の発現量
変動が見出され、これらの遺伝子群の DNA メチル化状態の変動傾向の相関性が
明らかにされたことから、以上の結果が繰り返し免疫に伴う CTL メモリー細胞
の「老化現象」における分子基盤の解明につながる意義あるものと考えられる。 
本研究では、メモリー細胞において発現量が顕著に変動する遺伝子における
DNA メチル化状態の変化について、全体的な DNA メチル化状態の傾向を評価
してきたが、繰り返し配列における DNA メチル化状態の評価が困難な点や、
MSCC では HpaII や MspI の認識配列しか解析できないため、ゲノム上の全ての
CpG サイトを確認できない点などの限界もある。今後、NGS のさらなる技術開
発の進展によりコストが下がっていくことで、これらの限界も克服されるよう
な新しいメチロームライブラリー作製法が開発されることが期待される。 
 また、ナイーブ、1 次、2 次メモリーCD8+ T 細胞の特異的な遺伝子発現制御
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や生物学的機能を共有する発現量変動遺伝子群を探索し、その発現量変動遺伝
子群のエピジェネティックな指標としてのDNAメチル化状態の変化を調べるた
め、Broad Institute のデータベースである MSigDB に基づいて GSEA により解析
した結果、発現量上昇が見られた遺伝子群では TSS 近傍での DNA 脱メチル化傾
向、発現量減少が見られた遺伝子群ではTSS近傍でのDNAメチル化傾向という、
これまでに報告されているようなDNAメチル化状態による遺伝子発現制御と考
えられる現象が確認できたことは非常に意義深いと考えられる。GSEA では、利
点として、細胞集団に特異的な遺伝子発現制御や生物学的機能を共有する発現
量変動遺伝子群を探索することができるが、一方では、GSEA のアルゴリズムに
より、機械的に発現変動遺伝子を決めるための一定の基準を作るということで、
発現変動遺伝子の中にノイズが混じりやすくなり、データ比較の精度も低下し
たり、基準を決めたことによる恣意性も問題となる。また、Gene ontology やパ
スウェイの情報が豊富ではない生物種では、データベース上の gene set が少なく、
実際に GSEA を使用できるのはごく一部の生物種であるという点などが欠点と
なる。幸いに、マウスに関する gene set がデータベース上に比較的多く存在し、
メモリーCD8+ T 細胞に特徴的な遺伝子群としてこれまで報告されている。本研
究においては、免疫応答に関する遺伝子群が高い NES を示したことは、NGS の
5’ SAGE-SeqのデータをGSEAに活用することは意義があると考えられ、また、
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ナイーブと 1 次と 2 次メモリーCD8+ 細胞におけるこれまで報告されていない
生物学的機能の可能性を GSEA により見出すことができた。これらの遺伝子群
のメモリーCTL における生物学的機能が明らかにされていくことが、今後の展
望となるだろう。将来、DNA メチル化を含むエピジェネティック変異に関する
データベースに基づく変動するエピジェネティックな領域群を検索できるよう
な機能が追加される、もしくはそのような検索ソフトが開発されることで、エ
ピジェネティックな遺伝子発現制御をより簡潔にかつ明確に理解できるように
なるかもしれない。臨床的には、「個別化治療」へ向け、データベースが拡充さ
れていく中、そのデータに基づき疾患の特徴を的確に理解することが重要であ
るが、本研究のように、遺伝子発現が基づく DNA メチル化などのエピジェネテ
ィックな厳密な制御を評価することはより本質的な特徴をとらえるという点で
非常に意義があると考えられる。 
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